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RESUMO

A politica publica de controle da esquistossomose no Brasil esta baseada no diagnostico
precoce e tratamento oportuno; vigilancia e controle dos hospedeiros intermediarios; agdes
educativas em saitde e acdes de saneamento para modificagdo das condigdes domiciliares e
ambientais favordveis a transmissdao. O tratamento quimioterapico dos individuos
diagnosticados como positivos pelo método parasitologico padrao, Kato-Katz, resultou em
grande redu¢do da morbimortalidade, mas ndo levou a interrup¢do de sua transmissdo nas
areas endémicas. Para atingir este objetivo € necessario o aprimoramento das estratégias de
diagnodstico de maneira a permitir a identificagdo de individuos com baixa carga de infecgao.
Desta forma, a presente proposta avaliou o desempenho dos métodos Kato-Katz (KK),
Gradiente Salinico (GRAD), Helmintex® (HTX), Teste rapido de urina (POC-CCA®),
ELISA e RT-PCR (PCR em tempo Real) em relacdo ao Teste de referéncia estabelecido, para
o diagnoéstico da infeccdo de individuos com baixa carga parasitaria. O teste de referéncia
incluiu todos os individuos positivos detectados pelos métodos parasitologicos diretos. Foi
realizado um estudo transversal com coleta de trés amostras de fezes, uma amostra de urina e
uma de sangue de todos os individuos residentes no distrito Brejo do Amparo, Januaria, MG.
Para o KK, 14 laminas foram preparadas a partir da primeira amostra fecal e duas laminas
para a segunda e terceira amostra. O estudo incluiu 257 individuos, sendo que 122 eram do
sexo masculino (47,5%) e 135 do sexo feminino (52,5%). A idade variou de dois a 88 anos,
com meédia de idade de 34,9 anos (DP + 22,6) e mediana de 32 anos (intervalo interquartilico
de 15 a 51 anos). A populacdo estudada tem baixa renda e escolaridade, com 90% dos
individuos recebendo menos do que dois salarios minimos e quase 80% tendo apenas o ensino
fundamental. A principal fonte de 4gua potavel € o ribeirdo local (60% das residéncias) e o
esgoto doméstico nao recebe tratamento. A prevaléncia da infec¢do definida pelo Teste de
referéncia foi de 45,9%, enquanto a andlise do KK duas laminas identificaram somente
20,4%. A sensibilidade do teste KK aumenta ao analisar um maior numero de laminas por
amostra (56,4% com 6 laminas, 1C95% 47,0-53,9) ou maior nimero de amostras de
fezes/individuo (65,8% com 3 amostras consecutivas, IC95% 56,4-74,0), entretanto, mais do
que 6 laminas/amostra nao resultou em aumento da sensibilidade da técnica. O HTX
apresentou 39,3% de prevaléncia e 83,9% (IC95% 74,5-88,9) de sensibilidade. O POC-
CCA® apesar de ter detectado alta prevaléncia (47,4%) de esquistossomose mansoni,

mostrou-se uma técnica com baixa concordancia com diagndstico coproparasitologico. IgG1
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anti-SWAP e IgG4 anti-SEA foram as imunoglobulinas que apresentaram melhor
desempenho dentre os isotipos avaliados para diagndstico de S. mansoni em area de baixa
carga parasitaria, com sensibilidade de 62,4% e 73,9%; especificidade de 81,2% e 67,3% ¢
kappa de 0,38 e 0,41, respectivamente. RT-PCR foi a técnica que apresentou a melhor
eficiéncia para identificar individuos infectados; prevaléncia 54,4% e sensibilidade 91,3%
(IC95% 84,2-95,3). Dos individuos infectados e tratados, 97,2% tiveram cura ap6s 30 dias.
Utilizando a combinagdo de técnicas de diagndstico parasitologico foram identificadas 4,6%,
13,0% e 21,3% de taxas de reinfecgao aos trés, seis e 12 meses poOs-tratamento. Em todas as
situacdes a técnica de KK/2 laminas ndo permitiu a identificagdo dos pacientes curados ou
reinfectados. No novo contexto epidemiologico da esquistossomose no Brasil, torna-se
necessario a utilizacdo de uma combinacdo de técnicas de diagnostico, aumentando assim a
sensibilidade na detec¢do de individuos positivos com baixa carga parasitdria nas areas
endémicas. Os dados aqui obtidos permitirdo propor estratégias complementares de controle
da transmissao e erradicagdo da esquistossomose de acordo com a realidade da doenga e com

a atuac¢ao do sistema de saude.

Palavras-Chaves: Esquistossomose, Schistosoma mansoni, diagnéstico, baixa carga

parasitaria.
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ABSTRACT

The public policy regarding the control of schistosomiasis in Brazil is based on early
diagnosis and treatment; surveillance and control of intermediate hosts; health educational
actions and sanitation actions to modify the home and environmental conditions favorable to
transmission. Treatment of individuals diagnosed as positive by the standard parasitological
method, Kato-Katz, resulted in a significant reduction in morbidity and mortality, but did not
interrupt its transmission in endemic areas. To achieve this goal, the refinement of diagnostic
methods is needed in order to properly identify individuals with low parasite loads. Thus, this
work evaluated the performance of Kato-Katz (KK), Saline Gradient (GRAD), Helmintex®
(HTX), urine rapid test (POC-CCA®), ELISA, and RT-PCR methods, in comparison with the
herein established reference test, for the diagnosis of schistosomiasis in an endemic area with
low parasite load. The reference standard test included all positive individuals detected by at
least one direct parasitological method. A cross-sectional study was conducted by collecting
three stool samples, one urine sample, and one blood sample from individuals residents from
the Brejo do Amparo district, Januaria, MG. For KK, 14 slides were prepared from the first
stool sample, and two slides from the second and third samples each. The study included 257
individuals, comprised of 122 males (47.5%) and 135 females (52.5%). Their age varied from
two to 88 years old, with a mean age of 34.9 years old (SD + 22.6), and a median of 32 years
old (interquartile range from 15 to 51 years). The study population showed to have low
income and education level, with 90% of individuals receiving below two minimum wages,
and almost 80% having completed elementary school only. The main source of drinking water
is the local stream (60% of households), and domestic sewage is not treated. The prevalence
of infection defined by the Reference Test was 45.9%, while the KK analysis with two slides
identified only 20.4% as positive. KK test sensitivity increased when analyzing a larger
number of slides per sample (56.4% with 6 slides, 95% CI 47.0-5.9) or a larger number of
stool samples/individual (65.8% with three consecutive samples, 95% CI 56.4-74.0). HTX
presented a prevalence of 39.3% and 83.9% (95% CI 74.5-88.9) sensitivity. Although POC-
CCA® detected a high prevalence (47.4%) of schistosomiasis mansoni; it presented itself as a
technique with low diagnostic concordance. IgG1 anti-SWAP and IgG4 anti-SEA were the
best performing immunoglobulins among the isotypes evaluated for diagnosis of S. mansoni
in areas of low parasite load, with sensitivity of 62.4% and 73.9%; specificity of 81.2% and
67.3%, and kappa of 0.38 and 0.41, respectively. The RT-PCR was the technique that
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presented the best efficiency to identify infected individuals; prevalence 54.4% and sensitivity
91.3% (95% CI 84.2 - 95.3). Of the treated infected individuals 97.2% were cured after 30
days. Using the combination of parasitological diagnostic techniques, 4.6%, 13.0% e 21.3%
reinfection rates were identified at three, six and 12 months post-treatment. In all situations, 2
KK slides did not allow identification of cured or reinfected patients. In the new
epidemiological context of schistosomiasis in Brazil, it is necessary to use a combination of
diagnostic techniques, thus increasing the sensitivity in detecting positive individuals with
low parasitic burden in endemic areas. The data obtained here will allow the proposition of
complementary strategies to control the transmission and eradication of schistosomiasis with

the reality of the disease and the performance of the health system.

Keywords: schistosomiasis, Schistosoma mansoni, diagnosis, low parasitic load
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1. CONSIDERACOES INICIAIS

A esquistossomose mansoni, ocasionada pelo trematédeo Schistosoma mansoni, € uma
doenca tropical negligenciada que afeta milhdes de individuos na Africa, Asia e América
Latina. Para o diagnostico, a Organizacdo Mundial da Saide (OMS) recomenda o método
Kato-Katz (KK), com duas laminas de uma tnica amostra fecal, como método coprolédgico
padrdo. Entretanto, em éareas de baixa endemicidade ou em individuos com baixa carga
parasitaria, esse método tem apresentado uma baixa sensibilidade, permitindo que um elevado
nimero de individuos seja diagnosticado como falso negativo, dificultando, portanto, o
controle ou a erradicagdo da doenca.

Desta forma, foi proposto em 2012 o desenvolvimento de um projeto amplo, composto
por uma rede nacional de especialistas, intitulado “Schistosoma mansoni e geohelmintos —
Aprimoramento de técnicas de diagnostico para levantamento de prevaléncia e controle
de cura, monitoramento da transmissio e identificacao de marcadores de morbidade em
areas com cenarios eco-epidemioldgicos distintos”, sob a coordenacdo do Dr. Paulo
Marcos Zech Coelho (CPqRR —-FIOCRUZ-Minas Gerais). Esse projeto de pesquisa visou
realizar estudos abrangentes e integrados e obter uma visdo real dos aspectos de transmissao e
morbidade associados a infeccdo por Schistosoma mansoni e por geohelmintos. Para esta
finalidade, foram analisadas metodologias parasitologicas, imunoldgicas € moleculares de
diagnostico e monitoramento em areas endémicas eco-epidemioldgicas distintas: Amazdnia,
baixada Maranhense e Norte de Minas Gerais. O projeto foi financiado pelo Conselho
Nacional de Desenvolvimento e Pesquisa- CNPq (MCTI/CNPq/MS-SCTIE-Decit N° 40/2012
— Pesquisa em Doengas Negligenciadas) e pela Organizacdo Mundial da Saude, no Programa
TDR (Small Grants Scheme A-869/2015).

Em 2015, ingressei no curso de Doutorado em Parasitologia, desenvolvendo um estudo
para avaliacdo dos diferentes métodos de diagnostico (Kato-Katz, Helmintex, Gradiente
Salinico, POC-CCA, sorologia ¢ PCR) para monitoramento da transmissdo e cura apos

tratamento, no distrito Brejo do Amparo, municipio de Janudria no Norte de Minas Gerais.
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2. INTRODUCAO

Atualmente estima-se que mais de 1 bilhdo de pessoas que vivem em dareas
subdesenvolvidas da Africa, Asia ¢ América encontram-se infectadas por uma ou mais
espécies de helmintos (HOTEZ et al., 2008). Entre os trematodeos, a infecgdo por diferentes
espécies de Schistosoma representa o principal problema de saude publica, afetando mais de
230 milhdes de pessoas, enquanto outras 700 milhdes vivem em areas com risco de contrair a
infeccdo (GRYSEELS et al., 2006; COLLEY et al.,2014; WHO, 2013).

A esquistossomose ¢ uma doenca que pode ser causada por seis espécies de parasitos
do género Schistosoma, capazes de infectar o ser humano: Schistosoma mansoni, S.
guineensis, S. intercalatum, S. haematobium, S. japonicum e S. mekongi. A esquistossomose
mansoni ¢ uma doenga parasitaria, causada pelo trematodeo S. mansoni, cujas formas adultas
habitam os vasos mesentéricos do hospedeiro definitivo (homem) e as formas intermediarias
se desenvolvem em caramujos gastropodes aquaticos do género Biomphalaria.Trata-se de
uma doenca, que inicialmente pode ser assintomatica, ¢ que pode evoluir para formas clinicas
extremamente graves e levar o paciente a 6bito (BRASIL, 2005).

No Brasil, areas endémicas de esquistossomose localizadas principalmente em Minas
Gerais e Bahia, onde originalmente encontrava-se alta prevaléncia de infeccdo e individuos
infectados com alta carga parasitaria, sofreram grandes modifica¢des no perfil de transmissao
da infec¢do devido as sucessivas intervengdes terapéuticas (RABELLO et al., 2008). Apartir
da década de 80, o controle da esquistossomose mansoni foi amplamente baseado no uso de
quimioterdpico em individuos infectados, inicialmente oxaminiquina e, posteriormente,
praziquantel, que se mostrou um farmaco eficaz, com baixa toxidade e de baixo custo, que
pode ser utilizado em dose unica e por via oral (WHO, 1994).

Entretanto, tanto o praziquantel quanto a oxaminiquina ndo afetam a viabilidade dos
ovos ¢ apresentam baixo efeito sob as formas imaturas do parasito (GRYSEELS et al., 2006).
Neste contexto, grande parte dos individuos infectados residentes em dareas endémicas
submetidas ao controle quimioterdpico apresenta baixa carga parasitdria e estes sdo
dificilmente diagnosticados por exame parasitologico de fezes. O exame de fezes pelo método
de Kato-Katz ¢ a técnica recomendada pela Organizacdo Mundial da Saude para o diagndstico
laboratorial da esquistossomose mansoni devido ao baixo custo e facilidade operacional

(WHO, 1994).
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A técnica de Kato-Katz ¢ eficiente para detec¢do de infecgdes moderadas e altas, mas
apresenta baixa acurdcia em detectar individuos com baixa carga parasitaria (WHO, 2002;
ENK et al., 2008; FERRARI et al., 2013). Entre as alternativas de diagnostico investigadas,
as técnicas soroldgicas baseadas na detec¢do de anticorpos especificos contra antigenos do
parasito também nao t€ém se mostrado alternativas efetivas para diagndstico da infec¢ao por S.
mansoni, pois a resposta humoral permanece elevada apos a eliminagdo do parasito e ocorre
reatividade cruzada com outras espécies de helmintos (RABELO et al., 2008). A detecgao de
antigenos circulantes de S. mansoni, apesar de altamente especifica, também ndo ¢
suficientemente sensivel para detectar individuos com baixa carga parasitaria quando se
utiliza as técnicas convencionais de ELISA para captura de antigenos (RABELO et al., 2008;
GRYSEELS ef al.,2012). Testes imunologicos, como o teste rapido de urina (POC-CCA®),
estdo disponiveis comercialmente para a deteccdo de antigeno catddico circulante de S.
mansoni. O teste POC-CCA® ¢ rapido, facil de executar e mostrou melhor sensibilidade do
que a técnica KK em diferentes regides da Africa e Asia (STOTHARD et al., 2009,
STANDLEY et al., 2010; COLLEY et al., 2013). No entanto, a capacidade do teste POC-
CCA® de diagnosticar a infecg¢do por S. mansoni em éreas de baixa endemicidade mostrou
baixa concordancia com os testes parasitologicos (SIQUEIRA et al., 2016; OLIVEIRA et al.,
2018). As abordagens baseadas em reagdo em cadeia da polimerase (PCR) tém sido utilizadas
para o diagndstico da esquistossomose humana usando amostras de fezes (PONTES et al.,
2002; ALLAM et al., 2009; GOMES et al., 2010; OLIVEIRA et al., 2010; CARVALHo et
al., 2012; CARNEIRO et al., 2013; SIQUEIRA et al., 2015; SENRA et al., 2018), plasma
(WICHMANN et al., 2009), soro (PONTES et al., 2002; ESPIRITO-SANTO et al., 2014) e
amostras de urina (ENK et al., 2012). Além disso, a PCR baseada na amplificacdo de
sequéncias altamente repetitivas de 121 pares de base (bp) para detec¢do da infecgdo por S.
mansoni em caramujos € para monitoramento de cercarias em corpos d’agua (HAMBURGER
et al., 1991; HAMBURGER et al., 1998) foi adaptada para o diagnostico da esquistossomose
em fezes humanas por Pontes et al. (2002). No referido trabalho a técnica foi padronizada e
avaliada em areas endémicas, sendo capaz de detectar 1 fg do DNA de S. mansoni. Estudos
recentes utilizando essa sequéncia para a identificacdo de casos positivos de esquistossomose
mostraram altos niveis de sensibilidade e especificidade para identificar a infeccao por S.

mansoni em amostras de fezes, quando comparado apenas ao metodo parasitologico padrao, o
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método de Kato- Katz (PONTES et al., 2003; GOMES et al., 2010; CARNEIRO et al., 2013;
SIQUEIRA et al., 2015).

Diante do exposto, faz-se necessdria a avaliagdo das metodologias alternativas de
diagnostico, em 4areas endémicas para esquistossomose no Brasil. A investigagcdo
parasitoldgica utilizando uma combinagdo de vérios metodos de diagnosticos, nos permitiu
implementar um novo teste de referéncia para detectar a infec¢do ativa por S. mansoni,
principalmente na detec¢ao de individuos com baixa carga parasitaria, permitindo assim uma
validacdo de metodologias de diagndsticos, levantamento mais preciso da prevaléncia,

controle de cura pos-tratamento e monitoramento da transmissao.

3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Esquistossomose: transmissio e doenca clinica

O S. mansoni pertence ao filo Platyhelminthe, classe Trematoda, familia Schistomatidae.
A esquistossomose (bilharziose) ¢ uma doenga tropical negligenciada causada por vermes
parasitas (vermes sanguineos) do género Schistosoma (WHO, 2012).

As espécies causadoras de doengas mais comuns sdo S. haematobium, S.mansoni e S.
Jjaponicum, enquanto S. guineensis, S. intercalatum e S. mekongi apresentam menor
prevaléncia e em areas mais especificas. O S.mansoni tem um ciclo de vida que envolve um
hospedeiro intermediario de dgua doce e o hospedeiro humano definitivo. Os parasitas
esquistossomoticos adultos residem nos vasos sanguineos de hospedeiros vertebrados,
incluindo humanos, mas seu ciclo de vida requer uma multiplicacdo assexuada ou fase de
desenvolvimento dentro de um hospedeiro intermedidrio - um caramujo (Biomphalaria spp.
para S. mansoni, Bulinus spp. para S. haematobium e Oncomelania spp. para S. japonicum)
(STEINMANN et al., 2006; MCMANUS et al., 2012). Os ovos, excretados nas fezes do
hospedeiro humano, eclodem em contato com a 4gua, liberando miracidios (larvas ciliadas de
natacdo livre) (MCMANUS et al., 2012). Apos interacdo quimiotatica, a larva penetra no
hospedeiro intermediario e evolui para a fase de esporocisto (esporocisto I, II e III), que € um
conjunto de células reprodutivas capaz de originar centenas de cercarias (ROSS et al., 2002).
Sob estimulo de altas temperaturas e intensa luminosidade, as cercarias sdo liberadas na agua,

onde sobrevivem por um periodo aproximado de 36 horas (CURWEN e WILSON, 2003).
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A infeccdo pela esquistossomose em humanos ocorre pelo contato com agua doce
contaminada por cercérias, estdgio infeccioso, que penetra na pele humana intacta (ROSS et
al., 2002; GRYSEELS et al., 2006). Durante a penetragao, a cercaria perde a cauda, sendo
agora denominada esquistossdmulo. Este migra sob o tecido subcutaneo até alcangar algum
vaso sanguineo, pelo qual se desloca passivamente até alcangar os pulmdes, via coracio
direito. A partir de entdo, os esquistossomulos migram para o sistema porta, e se transformam
em machos e fémeas adultos. Apos a penetracdo, migram acasalados, para a veia mesentérica
inferior onde fardo oviposi¢ao (aproximadamente 5 semanas pos infec¢ao), sendo que apenas
50% dos ovos ganham o meio externo. Estes se tornam embrionados e chegam a luz
intestinal, onde se misturam ao material fecal ¢ sdo eliminados (PEARCE ¢ MACNOLD,
2002; WHO, 2012).

A maioria das pessoas infectadas pode permanecer assintomatica ou com sintomas
inespecificos, dependendo da intensidade da infeccdo. As manifestagdes clinicas
correspondem ao estagio de desenvolvimento do parasita no hospedeiro. Clinicamente, a
esquistossomose pode ser classificada em fase aguda e fase cronica. A fase aguda pode ser
dividida em dois periodos: o pré-postural e o pos-postural. O primeiro tem inicio com a
penetracdo de cercarias pela pele ou pela mucosa do hospedeiro definitivo, corresponde
aproximadamente aos primeiros 35 dias apos a infec¢do e se caracteriza como periodo de
migracao e desenvolvimento do parasito. O periodo pos-postural se inicia com a postura de
ovos e estende-se até o inicio da modulacdo da resposta imunoldgica, por volta de 120 dias da
infeccdo (MELO e COELHO 2005; NEVES, 2005). Na fase aguda existe a dermatite
cercariana provocada pela penetracdo das cercarias na pele, na qual sua intensidade varia
desde um quadro assintomatico até o surgimento de dermatite urticariforme, com erupgao
papular, eritema, edema e prurido, persistindo até cinco dias apds a infeccdo. No caso da
esquistossomose mansoni, as manifestagdes clinicas na fase aguda da doenga sdo raras em
individuos de darea endémica, e quando ocorrem estdo associadas a reagdes de
hipersensibilidade, febre, mialgia, fadiga e sintomas pulmonares (NEVES, 2005). Apds o
inicio da ovipostura, os sintomas também atingem a regido abdominal, intestino e figado,
podendo levar a diarreia, perda de peso, anemia, dor abdominal difusa e

hepatoesplenomegalia (ANDRADE, 2004; GRYSEELS et al., 2012).

As formas cronicas iniciam-se a partir dos trés meses apds a infeccdo e estdo

principalmente associadas com a resposta do hospedeiro a reten¢do de ovos do parasito na

27



mucosa intestinal ou embolizagdo dos mesmos no figado. A manifestacdo hepatointestinal
caracteriza-se pela presenca de diarreias e epigastralgia. As fases mais avancadas dessa forma
clinica, correspondem a areas de fibrose decorrentes de granulomatose peri-portal ou fibrose
de Symmers. Entretanto, em alguns pacientes a esquistossomose pode evoluir para forma
grave, também denominada de forma hepatoesplénica, que é caracterizada pela deposi¢do de
grande nimero de ovos nos tecidos podendo este se acumular na regido peri-portal,
provocando lesdes destrutivas e obstrutivas do sistema da veia porta, fibrose e
hepatoesplenomegalia. Este quadro clinico, que caracteriza os casos graves da
esquistossomose mansoni, pode provocar varizes esofagianas que quando rompidas sao
responsaveis pela maioria dos casos de 6bito (LAMBERTUCCI ef al., 1993; ANDRADE,
2004).

Existem, ainda, outras formas clinicas: a forma vasculo-pulmonar, a hipertensio
pulmonar, verificadas em estagios avangados da doenga, e a glomerulopatia. Dentre as formas
ectopicas, a mais grave ¢ a neuroesquistossomose (mielorradiculite esquistossomotica),
caracterizada pela presenga de ovos e de granulomas esquistossomoticos no sistema nervoso

central (BRASIL, 2005).

3.2. Epidemiologia e controle da doenca

A esquistossomose tem ampla distribuicdo geografica no mundo, atingindo 78
paises, especialmente dos continentes africano e asiatico (WHO, 2019). Nos paises onde a
esquistossomose ¢ endémica, estima-se que cerca de 230 milhdes de pessoas estejam
infectadas (WHO, 2013; COLLEY et al., 2014), enquanto 779 milhdes estdo sob risco de
contrair a doenga (STEINMANN et al., 2006). Em torno de 72% dos individuos com
esquistossomose vivem em 10 paises da Africa, enquanto no Brasil tém sido estimados 25
milhdes de pessoas vivendo em areas endémicas (WHO, 2010).

Em 2017, a Organizagao Mundial da Saude estimou que 98,7 milhdes de pessoas (81,8
milhdes de pré-escolares e 16,9 milhdes de adultos) receberam tratamento para
esquistossomose, € que apesar da disponibilidade de um tratamento oral em dose Unica de
baixo custo, efetivo e com pouca toxicidade, somente 68% da meta de cobertura foi atingida

(WHO, 2018). Isso pode ser atribuido a baixa mortalidade e morbidade relacionada a
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infeccdo. Enquanto cerca de 60% dos pacientes infectados sdo sintomaticos, apenas 10% tém
doencas graves. A mortalidade relacionada a doenca ¢ baixa, totalizando apenas 200.000
mortes (0,1% dos pacientes infectados) por ano, em todo o mundo, sendo 90 % deles na
Africa subsaariana (BARSOUM et al., 2013). Entretanto a taxa padronizada por idade de anos
de vida ajustados a incapacidade (DALYs) da esquistossomose chegou a 18,2 (95% da IT 11,1
—30,9) por 100.000 habitantes em 2017. No mesmo ano, verificou-se uma taxa de DALYS de
33,7 (95% da 11 19,6 — 56,8) por 100.000 habitantes para Brasil (IHME/GBD, 2019).

S. mansoni ¢ a Unica espécie transmitida nas Américas, sendo endémica no Brasil,
Venezuela, Suriname e Caribe, onde se estima cerca de cinco milhdes de pessoas infectadas,
sendo a maioria residente no Brasil. No Brasil a doenga tem distribuicdo heterogénea em 19
estados, principalmente nos estados de Minas Gerais, Bahia, Sergipe, Alagoas, Pernambuco,
Paraiba, Rio Grande do Norte e Ceara, existindo focos isolados no Distrito Federal, Para,
Piaui, Goids, Rio de Janeiro, S3o Paulo, Santa Catarina, Parand e Rio Grande do Sul (Figura
1) (BRASIL, 2014). Nestas areas, fatores que favorecem prevaléncias elevadas de S. mansoni
e geohelmintos como condigdes climaticas adequadas, falta de saneamento bésico, condi¢des
socioeconomicas ¢ educacionais, ¢ predisposi¢ao individual sdo frequentemente relatados (DE

SILVA et al., 2003; UTZINGER et al., 2003; BETHONY et al., 2006).
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Figura 1 - Distribui¢do da esquistossomose segundo percentual de positividade em inquéritos

coproscopicos no Brasil, 1998 a 2008 (BRASIL, 2014).

As atividades de controle no Brasil tém alcancado uma significante redu¢do nos
indicadores de morbidade da infeccdo por S. mansoni (AMARAL et al., 2006). Dentre as
acoes dos programas de controle estdo os inquéritos coproparasitologicos, com subsequente
tratamento dos individuos positivos.

Foram realizados no Brasil dois inquéritos epidemiologicos de abrangéncia nacional, o
primeiro, de Pellon e Teixeira (1947-1952) para esquistossomose e geohelmintoses € o
segundo, realizado na instalacio do Programa Especial de Controle da Esquistossomose -
PECE (1975-1979) (KATZ, 2018). O primeiro levantamento nacional de prevaléncia das
helmintoses foi realizado pela Divisdo de Organiza¢ao Sanitaria do Ministério de Educacado e
Saude, de 1947 a 1952, (PELLON e TEIXEIRA, 1953). A primeira parte do levantamento foi
publicada em 1950, compreendendo os Estados do Maranhao, Piaui, Ceara, Rio Grande do
Norte, Paraiba, Pernambuco, Alagoas, Sergipe, Bahia, Espirito Santo e Minas Gerais. Nesses
estados, foram examinados 440.786 escolares (7 a 14 anos) de 877 localidades e a prevaléncia

encontrada da infeccdo pelo S. mansoni foi de 10%. A segunda etapa do levantamento foi
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publicada em 1953, compreendendo os Estados do Rio de Janeiro, Parand, Santa Catarina,
Goias e Mato Grosso. Foram examinados 174.192 estudantes, de 313 localidades, com uma
prevaléncia de 0,08% (PELLON e TEIXEIRA, 1950, 1953).

Posteriormente, no periodo de 1977 a 1981, utilizando o método quantitativo Kato-
Katz (KATZ et al., 1972), a Superintendéncia de Campanhas de Satde Publica - SUCAM, do
Ministério da Satde, realizou o segundo levantamento nacional de prevaléncia, exclusivo para
esquistossomose mansoni. Foram examinados 447.768 escolares, resultando em 30.068
exames positivos, com prevaléncia de 6,7%. Nesse levantamento ndo foram investigados o
Distrito Federal e os Estados do Acre, Amazonas, Amapa, Roraima, Rondonia, Bahia ¢ Sao
Paulo (KATZ, 2018).

No ano de 2010, foi iniciado o Inquérito Nacional de Prevaléncia da Esquistossomose
e Geohelmintoses no Brasil (INPEG 2010-2015), onde foram amostrados 521 municipios e
197.564 escolares na faixa etdria de 7 a 17 anos nas 26 unidades federativas e Distrito
Federal. Nas areas endémicas encontrou-se uma propor¢ao de positivos para o pais de 0,27%
e 3,28% respectivamente nos municipios com mais € menos de 500.000 habitantes. Ja nas
areas nao endémicas foram respectivamente de 0,05% e 0,13% com mais € com menos de
500.000 habitantes. As macrorregides Nordeste e Sudeste apresentaram as maiores taxas de
positividades respectivamente de 1,27% e 2,35%. No Norte foi de 0,01%, no Centro-Oeste de
0,02% e no Sul de 0,0. Os municipios da area endémica que apresentaram as maiores
propor¢des de positivos estavam localizados no Rio de Janeiro (2,80%), em Pernambuco
(2,48%) e em Sergipe (2,28%). Todos os outros estavam proximos ou abaixo de 1%. Ja nas
areas endémicas com populacao de até 500.000 mil habitantes destacaram-se os estados do
Sergipe (10,67%), Pernambuco (3,77%), Alagoas (3,35%), Minas Gerais (5,81%), Bahia
(2,91%) e Espirito Santo (1,02%); em todos os outros estados a propor¢ao de positivos foi

menor que 0,5% (Figura 2) (KATZ, 2018).
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Figura 2 - Distribuicdo da esquistossomose segundo a taxa de positividade encontrada no

INPEG 2010/2015 (KATZ, 2018).

As 4reas com prevaléncias acima de 15% sdo classificadas como de alta
endemicidade. As areas de média endemicidade sdo aquelas com prevaléncia entre 5 e 15%, e
as de baixa endemicidade em localidades com prevaléncia igual ou inferior a 5% de
positividade na populacdo (BRASIL, 2014). Consequentemente, nas areas endémicas do
Brasil, onde a prevaléncia ¢ baixa e para o diagnostico de individuos com baixa carga
parasitaria, se faz necessario o uso de metodologias complementares para que o nivel de
sensibilidade do diagnostico permita estimar uma prevaléncia mais precisa (BARRETO et al.,
1990; ENGELS et al., 1996; KONGS et al., 2001; ENK et al., 2008; SIQUEIRA et al., 2011).

E importante ressaltar que no contexto das doengas negligenciadas, a esquistossomose
¢ uma doenca multifatorial, com determinantes extrinsecos e intrinsecos na ocorréncia da
doenca (EHRENBERG e AULT, 2005). Dentre os fatores intrinsecos destaca-se a intensidade
da infeccdo e exposicdo a reinfeccdo, tipo e intensidade da resposta imunolédgica induzida
pelo parasito (ABATH et al., 2006, CALDAS et al., 2008), presenga de co-infeccdes e
comorbidades, e status nutricional do hospedeiro (JARDIM-BOTELHO et al., 2002; BRITO
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et al., 2003). Os determinantes extrinsecos estdo relacionados principalmente ao contexto
socioecondmico (pobreza, condi¢des de moradia precarias, saneamento bdsico), ecoldgico
(presenca de hospedeiro intermediario e de colegdes hidricas), € comportamental (contato
com agua contaminada, conhecimento sobre a doenca e utilizagao dos servigos de saude)
(COURA-FILHO et al., 1994, XIMENES et al., 2003).

Uma revisdo de literatura desenvolvida por Kloos et al. (2008) avaliou diferentes
fatores socioecondmicos na transmissao e disseminagdo da esquistossomose no Brasil. Apesar
da grande heterogeneidade dos trabalhos, atividades agricolas e de pesca (COURA-FILHO et
al., 1994; SILVA et al., 1997; LIMA e COSTA et al., 1998; BETHONY et al., 2004; DISCH
et al., 2002), banho e contatos domésticos com riachos (SILVA et al., 1997; BETHONY et
al., 2004), tipo de moradia de baixa qualidade (LIMA e COSTA et al., 1991; GAZZINELLI
et al., 2006), auséncia de dgua encanada e vaso sanitario (LIMA e COSTA ef al., 1987;
COURA-FILHO et al., 1996; GAZZINELLI et al., 2001) e baixo nivel de escolaridade
(BETHONY et al., 2001) foram significativamente correlacionadas com a prevaléncia e a
intensidade de infec¢dao na maioria das comunidades rurais.

Determinantes socioecondmicos da transmissdo de S. mansoni em areas urbanas
tendem a se agrupar nos niveis domiciliar, de bairro e comunidade (BETHONY et al., 2001).
Um estudo realizado em uma comunidade urbana brasileira encontrou um grau significativo
de agregacdo familiar com os casos de esquistossomose, dentre os indicadores
socioecondmicos avaliados a renda familiar, educacdo do chefe de familia, melhor tipo de
moradia, acesso a bens domésticos, suprimento de agua adequado, saneamento bdsico e
acesso a cuidados médicos foram todos associados ao baixo risco de infeccao (XIMENES et
al.,2001).

Apesar das condi¢des de vida geralmente melhores em 4reas urbanas, a
esquistossomose tem uma prevaléncia moderada a alta em muitas cidades devido a migracao
de pessoas infectadas de areas rurais endémicas e a criagao de novos habitats do hospedeiro
intermedidrio nas areas urbanas. Em algumas areas de baixas condi¢des socioecondmicas,
baixa qualidade da moradia e falta de abastecimento de 4gua tratada e movimentos periddicos
de retorno para as areas rurais foram altamente preditivos de infec¢do por esquistossomose
(BARRETO, 1993; AMORIM et al., 1997; BARBOSA et al., 2000; XIMENES et al., 2001).
Na periferia urbana foi verificado que os habitats de caramujos e locais de transmissao podem

persistir em areas abertas que tendem a ser usadas por familias mais pobres para fins
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domésticos e recreativos (SOARES et al., 1995; SCHALL et al., 2001; MASSARA et al.,
2004). O aumento do turismo rural e das atividades de lazer sdo outros fatores associados a
mudanga do comportamento da populagdo local e aumento do risco de transmissao da
esquistossomose (MASSARA et al., 2004, MURTA et al., 2016).

Além disso, deve-se considerar a participacdo de reservatorios alternativos para o S.
mansoni, sendo associado a potencializagdo da transmissdo da esquistossomose em dareas
endémicas e a utilizagdo desses reservatdrios como indicador biologico dos sitios de
transmissdo do parasita. Entre as diversas espécies de roedores silvestres encontrados
parasitados no Brasil (Oxymycterus sp., Necromys lasiurus, Akodon spp., Sooretamys spp.,
Calomys spp., Proechimys sp., Rattus rattus, Rattus norvegicus ¢ Cavia aperea) (ERNEST e
MARES 1986, MELLO 1986); os roedores dos géneros Nectomys e Holochilus sdo os
principais mamiferos a serem considerados como potenciais reservatdrios silvestres do S.
mansoni, sendo frequentemente encontrados infectados na natureza em areas endémicas da
esquistossomose (GENTILE et al., 2012).

As varidveis no nivel individual, como idade e contato com a 4gua contaminada,
foram identifcados como preditores fortes de infeccdo por S. mansoni, em varios estudos no
Brasil (LIMA e COSTA et al.,1991; BARRETO, 1993; BARBOSA et al., 2000,
GAZZINNELLI et al., 2006). Em duas comunidades rurais pobres de Pernambuco e Minas
Gerais, nao foi encontrada associa¢do entre nenhuma das varidveis socioecondmicas
estudadas e a prevaléncia de esquistossomose nessas comunidades, entretanto a presenga de
fontes de dgua contaminadas foi associada a maior prevaléncia da infeccdo (MOZA et al.,
1998; GAZZINELLI et al., 2006).

Em um estudo transversal, realizado no nordeste do Brasil foram avaliados fatores de
risco associados a infeccdo e transmissao do S. mansoni. Nesse estudo, foi encontrada uma
diferenca na distribuicdo da infec¢do de acordo com o sexo. Os homens nas faixas etarias
entre 10 e 19 anos e 20 e 30 anos apresentaram maiores riscos de infecg¢ao (7,1 e 7,5
respectivamente). Isso se deve a categoria de ocupagdo do trabalhador manual e rural,
principalmente do sexo masculino nesta faixa etdria, que apresenta forte relacdo com a
infeccdo, devido ao contato direto com a dgua contaminada. Os individuos que praticavam
alguma atividade de lazer aquatico tiveram um maior risco de transmissao do que aqueles que
ndo realizavam essas atividades (ENK ef al., 2010). No entanto, apenas este fator

comportamental ndo explica, por exemplo, as variagdes de infecgdo e reinfeccdo que ocorrem
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com a idade, sugerindo, que o fator imunoldgico possa contribuir para essas variagdes (NAUS
et al.,2003).

O panorama mundial mostra que a esquistossomose foi eliminada do Japao e da
Tunisia e estd proxima da eliminacdo no Marrocos e em algumas ilhas do Caribe.
(UTZINGER et al., 2009, ZHOU et al., 2007). Por outro lado, a esquistossomose tem sido
identificada em dareas ndo endémicas, o que aumenta a preocupacdo de que a migracao
descontrolada, o turismo rural, o desenvolvimento de novas represas e sistemas de irrigacao, o
desmatamento ¢ o aquecimento global possam acelerar a transmissao (STEINMANN et al.,
2006; ZHOU et al., 2008; ENK et al., 2010).

O aumento da transmissdo, além do reconhecimento da esquistossomose como um
problema de saude publica mundial resultou na implantacio de programas nacionais de
controle em vérios paises. De acordo com a OMS, até 1976 apenas o Brasil, China, Republica
Dominicana, Egito, Ird, Iraque, Marrocos, Filipinas, Porto Rico, Santa Lucia, Tunisia e
Venezuela possuiam seus respectivos programas nacionais de controle da esquistossomose
(WHO, 1998).

O surgimento de um programa de controle especifico para a doenga, no Brasil, ocorreu
em 1975, com a criagcdo do Programa Especial de Controle da Esquistossomose (PECE), pela
Superintendéncia de Campanhas de Saude Publica (SUCAM), objetivando reduzir o impacto
da endemia no Nordeste, e somente em 1983 foi estendido para Minas Gerais. Na década de
1980, o PECE foi substituido pelo Programa de Controle da Esquistossomose (PCE) e com a
descentralizacdo das acdes de vigilancia e controle de doencas, em 1999, a execucdo das
acoes do PCE passou a ser de responsabilidade compartilhada, € os municipios passaram a
exercer um papel fundamental (BRASIL, 1999). O PCE inclui duas abordagens: (a) controle
da morbidade, que objetiva a reducdo do nimero de formas graves da doenga; (b) controle da
transmissdo e interrupgdo do ciclo bioldgico do parasito. O controle da morbidade e a reducgao
da mortalidade sdo possiveis por meio da quimioterapia humana com oxaminiquina ou
praziquantel (COURA e AMARAL, 2004; SARVEL et al.,2011).

As atuais estratégias de controle da esquistossomose recomendadas pela OMS e pelo
Ministério da Saude sdo semelhantes em varios aspectos, principalmente no que diz respeito
as medidas de prevencdo, mas divergem quanto ao foco das estratégias para o diagndstico € o
tratamento. A OMS propde, como meta principal, o tratamento sem diagnéstico prévio

dirigido aos grupos mais vulneraveis, como criangas em idade escolar e adultos com
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ocupagdes que exigem contatos frequentes com focos de transmissao (WHO, 2002). O
Ministério da Saude, por sua vez, recomenda a identificacdo dos individuos infectados por
meio de inquéritos coproscopicos realizados pela rede municipal de saide em comunidades
que vivem em areas endémicas, além do tratamento dos individuos infectados. Atualmente,
no Brasil, o tratamento ¢ realizado com o Praziquantel devido a sua seguranca, eficacia e
baixo custo, além de apresentar efeitos colaterais leves (BRASIL, 2008). As lesdes ativas
respondem prontamente a quimioterapia anti esquistossomotica, sendo o praziquantel eficaz
contra todas as espécies e com uma taxa de cura de 80%. No entanto, ndo pode ser usado para
quimioprofilaxia, pois € ativo apenas contra vermes maduros (BARSOUM et al., 2013).

Os esfor¢os do Programa de Controle da Esquistossomose (PCE) tanto na Africa
subsaariana quanto no Brasil, tém direcionado suas ag¢des para a redu¢ao da morbidade ao
invés da eliminagdo da infeccdo (AMARAL et al., 2006). Estudos sobre a avaliagdo do
impacto do PCE no Brasil evidenciaram que o programa foi bem-sucedido no que se refere a
morbidade e mortalidade da doenga, mas ndo interrompeu a transmissao nem reduziu a taxa
de prevaléncia a indices considerados baixos (inferiores a 5%) em algumas areas, e também
nao evitou a ocorréncia de novos focos (AMARAL et al., 2006; COURA e AMARAL, 2004).
Isso pode ser explicado pela dificuldade de diagnostico especifico dos individuos com baixa
carga parasitaria que nao sdo identificados pela abordagem do diagnostico convencional,
favorecendo a permanéncia da infec¢do por longo periodo, a contaminagdo ambiental e,
consequentemente, a exposi¢do da populacdo local a reinfec¢do pelo parasito (ABATH et al.,
2006).

No controle da esquistossomose, o saneamento ambiental reduz a proliferacao e a
contamina¢do dos hospedeiros intermediarios, com consequente diminui¢do do contato do
homem com os agentes transmissores. Sdo consideradas agdes de controle ambiental, a coleta
e tratamento de dejetos, abastecimento de dgua potavel, instalagdes hidraulicas e sanitérias,
aterros para eliminacdo de cole¢des hidricas que sejam criadouros de moluscos, drenagens,
limpeza e retificacdo de margens de corregos e canais (BRASIL, 2005; SARVEL et al., 2011;
VITORINO et al.,2012). Os determinantes sociais € ambientais da esquistossomose devem ser
considerados para estratégias efetivas de controle, informando e educando as populacdes de
risco sobre os fatores ambientais ligados a transmissdo e ao ciclo de vida do parasito

(MURTA et al., 2016).
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A efetividade dos programas de controle da esquistossomose ainda ¢ questionavel e
requer estratégias inovadoras e mais eficazes, como o uso de metodologias alternativas de
diagnostico que possibilitem estimativas de taxas de prevaléncia mais proximas da realidade
(ENK et al., 2008).

Em 2001, a Resolugdao 19 da 54* da Assembleia Mundial de Saude (AMS), firmou
com todos os paises membros da Organizacdo Mundial de Saude (OMS) a implementacao de
uma estratégia integrada para prevencao e controle da esquistossomose e¢ geohelmintoses, e
recomendou aos paises endémicos que, em curto prazo, o alvo principal das agdes de controle
fossem criangas em idade escolar (WHO, 2002).

No periodo de 2011 a 2015, foi proposto pelo Ministério da Satde o Plano Integrado
de Acdes Estratégicas de eliminagdo da hanseniase, filariose, esquistossomose e oncocercose,
que visava a eliminacao da esquistossomose como problema de saude publica nos municipios
endémicos até 2015. Dentre as proposta, estavam o tratamento coletivo do maior numero de
individuos acima de 5 anos de idade nas localidades com taxa de positividade superior a 25%;
localidades com percentual de positividade entre 15 e 25%, tratamento dos casos positivos em
exames coproldgico e os conviventes e em localidades com percentual de positividade abaixo
de 15%, tratar somente os individuos com testes positivos para S. mansoni (BRASIL, 2013).

Mais recentemente, o Ministério da Satde como signatario da Resolugado WHA 65.21
da AMS sobre a eliminagdo da esquistossomose, firmou o compromisso de atender as
seguintes metas do Plano Estratégico 2012-2020 da OMS: reduzir a prevaléncia de infecgdes
intensas, ou seja, a proporc¢ao de pessoas positivas com 400 ou mais ovos por grama de fezes
para menos do que 5% até 2020 (controle da morbidade), e a menos do que 1% até 2025
(elimina¢do da esquistossomose enquanto problema de saude publica) (WHO, 2012). As
recomendacdes da OMS enfatizam a necessidade de atingir a meta de tratamento regular com
praziquantel de pelo menos 75% das criangas até 2020 (WHO, 2015). Além do fornecimento
de medicamentos essenciais, dgua, saneamento e higiene (WASH) recomendados no roteiro
da OMS para o controle global das doengas tropicais neglicenciadas, ¢ necessario a
implementa¢do de métodos de diagnosticos mais sensiveis em areas de baixa endemicidade

para esquistossomose (WHO, 2012; BERGQUIST et al., 2017).
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3.3.Imunopatogénese na Esquistossomose

A interagdo entre o sistema imune do hospedeiro e o parasita ¢ complexa e envolve
varios estagios diferentes do ciclo de vida, que podem estar presentes no organismo do
hospedeiro, como cercarias penetrantes, esquistossomulos migrantes, vermes adultos maduros
e ovos de parasitas aprisionados no tecido. As respostas imunes contra cercarias e
possivelmente outros estdgios parasitarios sdo importantes para o desenvolvimento de
resisténcia a reinfeccdo, enquanto respostas a antigenos de ovos sdo responsaveis pela
patologia na esquistossomose (MCMANUS et al., 2012).

Apbs a penetracao das cercarias e migracao dos esquistossomulos, o hospedeiro possui
uma resposta imune celular predominantemente Thl, com aumento da producao de IFN-y e
TNF-a, que ativam macrofagos e induzem a producdo de imunoglobulina G (IgG) pelos
linfocitos B, mediando a opsonizagdo e fagocitose de antigenos (CORREA-OLIVEIRA et al.,
1998; DE JESUS et al., 2002). Durante esse periodo o hospedeiro pode apresentar sintomas
evidentes como a dermatite cercariana, uma reacdo de hipersensibilidade induzida pela
penetracao da cercaria, levando a erupg¢des micropapulares eritematosas e discretamente
edemaciadas. Posteriormente, durante a migracdo dos esquistossomulos e amadurecimentos
dos vermes adultos, podem aparecer sintomas sistémicos como um quadro febril, calafrios,
sudorese, fadiga, mialgia, dores de cabeca, nauseas, vomitos, diarreia e eosinofilia com placas
de infiltrados que sdo visiveis em radiografias pulmonares (ROSS et al., 2002; GRYSEELS et
al., 2006).

Com o inicio da postura dos ovos, ocorre uma forte estimulagdao da producao de 1L-4 e
IL-5, que aliada ao aumento de IL-10, resulta na modulagao da resposta Thl e polarizagdo da
resposta Th2, estimulando o aumento e ativagdo de eosindfilos, basofilos, mastocitos e altos
niveis de IgE circulantes (DUNNE e COOK, 2005; ANTHONYet al., 2007). Em resposta a
producao dos antigenos produzidos pelos ovos do parasito ocorre a ativagdo de células
teciduais, que juntamente com as cé€lulas recrutadas da circulacao durante a resposta Th2 e a
producdo e deposicdo de matriz extracelular formam uma reacdo celular organizada
denominada de granuloma esquistossomoético. A doengca comeca a evoluir entdo para um
curso cronico no qual os ovos do parasito depositados nos tecidos do hospedeiro secretam
enzimas que provocam uma inflamagdo eosinofilica, com formagdo de granulomas

periovulares que evoluem progressivamente para depositos de fibrose (CHEEVER et al.
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2000; ANDRADE, 2008). Nessa fase ¢ possivel observar fortes sintomas na regido abdominal
causados em resposta a migragdo dos ovos e ao granuloma formado ao redor dos ovos na
mucosa intestinal levando a formagao de microulceragdes e sangramento superficial (ROSS et
al., 2002).

A produgdo de IL-10 pode contribuir para o desenvolvimento da populagdo de células
T regulatérias e inibir respostas inflamatorias, tanto a resposta imune Thl quanto a Th2,
regulando a intensidade da inflamagdo, atuando na redug¢do da formagdo de granulomas
hepaticos e da indugao de fibrose (MALAQUIAS et al., 1997; DUNNE e COOKE 2005). A
importancia da resposta imune do hospedeiro na evolucdo da esquistossomose ¢ evidente,
pois tanto a formacdo do granuloma esquistossomodtico como a deposi¢ao de colageno na
regido peri-portal sdo processos imunomediados; portanto, a capacidade do hospedeiro em
modular imunologicamente o processo inflamatério desencadeado por antigenos liberados
pelos ovos retidos nos tecidos do hospedeiro, ¢ um fator determinante na evolugdo da
esquistossomose (WYNN et al., 2000; PEARCE et al., 2004).

Tanto a resposta celular como a humoral tem sido relacionada com protecdo na
esquistossomose, o papel dos anticorpos na resposta imune contra o S. mansoni pode ser
regulatdrio ou efetor dependendo do isotipo de anticorpo produzido. A resposta de anticorpos
contra a esquistossomose humana varia de acordo com a fase clinica da doenca. Pacientes na
fase aguda produzem altos niveis de anticorpos das subclasses IgG1, 1gG2 e IgG3 e baixos
niveis de anticorpos IgM e IgG4 contra antigenos do esquistossomulo, enquanto que
individuos, na fase cronica exibem uma baixa resposta de IgG1, IgG2 e IgG3 e alta produgdo
de IgG4 em resposta a antigenos do esquistossomulo e do verme adulto (JASSIM et al., 1987,
DEMEURE et al., 1993). As respostas imunes protetoras contra esquistossomos
desenvolvem-se lentamente por um periodo de 10 a 15 anos, e as criangas com menos de 10
anos de idade em areas endémicas de esquistossomose sdo suscetiveis a reinfeccdo apos o
tratamento da infec¢io (DUNNE ef al. 1992; BUTTERWORTH et al., 1992; CORREA-
OLIVEIRA et al., 2000). Criangas produzem preferencialmente anticorpos especificos dos
isotipos IgM, IgG2 e IgG4 que sdo menos eficientes em mediar a destruicdo do parasito.
Além disso, competem pela ligacdo ao antigeno com anticorpos de outros isotipos como IgE,
IgG1 e IgG3, capazes de mediar a destrui¢ao do parasito (VEREECKEN et al., 2007).

As respostas humanas ligadas a resisténcia a reinfeccdo sdo respostas associadas a

células T helper 2 (Th2) caracterizadas por eosinofilia, produ¢do de IgE especifica contra
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esquistossomos e citocinas como IL-4 e IL-5. Muitos estudos de véarias configuragdes
epidemioldgicas mostraram associagdes entre IgE especifica, eosinofilos e produgdo pods-
tratamento de IL-4 e IL-5 com resisténcia a novas infec¢des apds o tratamento (DUNNE et
al., 1992; CORREA-OLIVEIRA et al., 2000; SILVEIRA et al., 2002) enquanto que a IgG4
especifica foi associada a suscetibilidade a infeccdo (DUNNE et al., 1992; COLLEY et al.,
2014). Caldas et al. (2000) encontraram aumento nos niveis de IgE contra SWAP e reducdode
IgG4 para antigenos soltveis do ovo no grupo de individuos resistentes a reinfeccao apos o
tratamento, sugerindo que a resisténcia a reinfec¢ao depende, em parte, do balanco entre os
niveis de IgE e IgG4.

Em contraste, hd& muito poucos estudos clinicos que mostram a relagdo entre a
producao de anticorpos especificos e as formas clinicas da esquistossomose. Estes estudos
demonstraram uma associacdo positiva entre respostas de IgG, particularmente IgG4, e
gravidade da esquistossomose (SILVEIRAet al., 2002; BONNARDet al., 2004). Negrao-
Corréa e colaboradores (2014), demonstraram que houve uma associagdo positiva entre o
nivel de IgG reativo ao parasita, principalmente anti-antigeno SWAP (verme adulto), o
tamanho do bago e a espessura da veia porta, mas ndo houve associacdo entre a carga
parasitaria e a resposta dos anticorpos ou a gravidade da doenga. Portanto os niveis de IgG
reativos ao parasita estdo associados a sinais de gravidade da doencga, independentemente da
carga parasitaria. Os dados também revelaram uma correlacdo inversa entre a concentragao de
IgE reativa e a espessura de parede da vesicula biliar, um importante marcador de fibrose na
esquistossomose. Estes dados indicam um papel importante dos anticorpos na modulacao do
granuloma, e, consequentemente, correlacionando-se com a gravidade da esquistossomose

(NEGRAO-CORREA et al., 2014).

3.4. Métodos de Diagndsticos
3.4.1. Métodos Parasitolégicos

O diagnostico da esquistossomose € feito por meio da direta visualizagdo dos ovos do
parasito nas fezes do individuo ou de alguma outra estrutura parasitidria por exames

histopatologicos, sobretudo da mucosa retal (BRASIL, 2015). As técnicas parasitologicas de

fezes sao divididas em qualitativas e quantitativas. As técnicas quantitativas além de detectar
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a presenga do parasito determinam também o niimero de ovos ou miracidios presentes por
grama de fezes analisadas. As técnicas de Kato-Katz (KATZ et al., 1972), Gradiente salinico
(COELHO et al., 2009) e Helmintex (TEIXEIRA et al., 2007) sdao consideradas quantitativas.

A técnica de Kato-Katz ¢ recomendada pela Organizagdo Mundial da Saude (WHO,
1994), sendo mundialmente utilizada pelo seu baixo custo e praticidade. Essa técnica é capaz
de diagnosticar, de modo eficaz, infecgdes moderadas e intensas, entretanto em situagdes de
baixa prevaléncia ou baixa carga parasitaria se torna menos sensivel (WHO, 2002; FERRARI
et al.,2003 LIN et al., 2008; ENK et al., 2008; SIQUEIRA et al., 2011). Essa baixa
sensibilidade do método Kato-Katz pode ser explicada pelo fato de que o parasita tem baixa
ovoposic¢do, cerca 300-400 ovos/dia, dos quais somente metade ¢ eliminada nas fezes, ¢ o
hospedeiro apresenta uma variagdo didria na eliminacao dos ovos nas fezes, dificultando a
detec¢do em apenas algumas laminas de Kato-Katz (ENGELS et al., 1996, UTZINGER et al.
2001).

Um fator limitante para utilizacdo desse método estd relacionado a consisténcia das
amostras, fezes liquidas ou diarreicas, que sdo importantes sintomas da esquistossomose, nao
podem ser processadas por este método (LAMBERTUCCI et al., 1993). Outro impacto na
limita¢do da sensibilidade deste método ¢ a subestimativa da prevaléncia e da intensidade da
infeccdo apos a quimioterapia (DE VLAS et al., 1992; FERRARI et al., 2003). Apds o
tratamento, muitos dos parasitas sdo eliminados e isso implica na probabilidade de infec¢des
persistirem em um nivel muito baixo (<50-100 OPG), dificeis de serem detectadas por
exames parasitologicos de rotina (FERRARI et al., 2003).

Para superar algumas dessas limitacdes, recomendam-se examinar no minimo duas ou
trés laminas de amostras, coletadas em diferentes dias, aumentando assim significativamente
a sensibilidade do método (ENGELS et al. 1996, UTZINGER et al. 2003). Estudos tém
demonstrado que ao aumentar o nimero de amostras ou laminas analisadas, bem como a
combinagdo de diferentes métodos, em areas de média e baixa endemicidade (ENK et al.,
2008; SIQUEIRA et al., 2011) ou em pacientes com leve e moderada infeccdo (UTZINGER
et al., 2000), hd um aumento da prevaléncia quando comparado a avaliagdo de uma unica
lamina. Nestes estudos foram relatadas 4reas endémicas, onde a prevaléncia da
esquistossomose foi estimada em 8%, a partir da analise de uma amostra com uma Unica
lamina e, posteriormente, em 27,2% quando analisadas vdarias laminas, oriundas de varias

amostras e atingindo o valor de 35,8% quando combinado vérios métodos de diagnostico
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(ENK et al., 2008). Além disso, esta técnica possui baixa reprodutibilidade, quando se
examinam diferentes ldminas do mesmo individuo; leituras discordantes sdo obtidas por
examinadores diferentes e apresenta resultados falso-negativos, quando aplicada em amostras
de fezes de pacientes em fase anterior a oviposicdo (KONGS et al., 2001; BERHE et al.,
2004).

Em 2009, Coelho e colaboradores desenvolveram uma ferramenta simples e sensivel
para o diagnoéstico da esquistossomose no campo, baseado na propriedade que os ovos de S.
mansoni tem de se sedimentarem em gradiente de concentragdo de solugao de cloreto de
sodio. Resultados demonstraram que esta técnica apresentou maior sensibilidade que 12
laminas de Kato-Katz (~ 500 mg) de uma unica amostra fecal (COELHO et al., 2009).

Recentemente foi desenvolvido o teste Helmintex®, uma técnica coproparasitologica
altamente sensivel que permite o processamento de 30 gramas de fezes, através de uma
sequéncia de etapas de concentracdo, que termina com o isolamento dos ovos pela interacao
destes com esferas paramagnéticas, em um campo magnético (TEIXEIRA et al., 2007).
Estudos mostram que o Helmintex® ¢ mais sensivel que o método de Kato-Katz
(CALDEIRA et al., 2012; PINHEIRO et al., 2012), alcangando 100% de sensibilidade com o
limite de até 1.3 ovos por grama de fezes (TEIXEIRA et al., 2007). Em estudo realizado por
PINHEIRO et al. (2012), foi observada uma prevaléncia de 47,1% por meio do método
Helmintex®, 18% do gradiente salinico ¢ apenas 8,75% utilizando Kato-Katz. Apesar da alta
sensibilidade deste método, o Helmintex® possui desvantagens como a grande quantidade de
fezes necessarias para realiza¢do do teste, ndo aplicabilidade em estudos de campo e sendo
necessario seu processamento em laboratérios equipados € ao grande nimero de laminas

geradas a partir do sedimento final produzido (PINHEIRO et al., 2012).

3.4.2. Métodos Imunologicos

As alternativas ao método parasitologico classico sdo aquelas que envolvem o
imunodiagnostico, seja pela deteccdo de antigenos parasitdrios (método direto) ou pela
deteccao de anticorpos dirigidos contra esses antigenos (método indireto). Os métodos
imunologicos podem ser ferramentas mais sensiveis na triagem de individuos positivos para a

infeccdo por S. mansoni em inquéritos epidemioldgicos, principalmente nas situagdes
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caracterizadas por individuos com baixa intensidade de infec¢do, com infec¢do cronica ou
unissexuada, que limitam o diagnostico por métodos parasitoldgicos de fezes (KANAMURA
et al., 2002; GONCALVES et al., 2006).

Vérios métodos imunologicos indiretos tém sido propostos para o diagnéstico da
esquistossomose, os mais comuns ¢ amplamente utilizados sdo os ensaios imunoenzimaticos
(ELISA), reagdo periovular, teste de hemaglutinacdo indireta (IHAT) e o teste de
imunofluorescéncia indireta (IFT) (CAVALCANTI et al., 2013).

A reacdo periovular ou “circumoval precipitin reaction” (COPT), descrita por
OLIVER-GONZALEZ (1954), trata-se da formagdo de precipitado hialino com forma
globosa ou alongada que ocore em torno dos ovos vivos ou liofilizados de S.mansoni quando
incubados com soro de pacientes infectados. Este método tem sido utilizado para o
diagnoéstico de S. mansoni e S. japonicum apresentando alta sensibilidade (92-100%) e
especificidade (96-100%) (ALARCON DE NOYA et al., 2007; GOMES et al., 2014). As
limitagdes deste teste sdo tempo de execugdo (48 horas) e periodo variavel de soroconversao
apds tratamento, segundo as experiéncias relatadas na Venezuela (64% dos pacientes
negativos apds 12 meses de tratamento) (ALARCON DE NOYA et al., 2007) e na China
(80-83% dos pacientes negativos apos 4 anos de tratamento com praziquantel) (ZHU et al.,
2005).

O teste de hemaglutinacao indireta (IHAT) consiste na aglutinacdo de hemécias de
carneiro adsorvidas com antigenos de Schistosoma sp., mais comumente o antigeno de ovo
(SEA), para a detec¢do de soros positivos. A IHAT foi aplicada em estudos populacionais
chineses como um teste alternativo para detectar infec¢do humana com S. japonicum. Embora
a técnica apresente bons niveis de sensibilidade (71% -97%), a sua especificidade ¢ baixa ou
varia consideravelmente, tornando-a inadequada para diagnostico individual (SORGHO et al.,
2005; YU et al., 2007; ZHOU et al., 2007). Dentre as limitagdes dessa técnica pode-se citar o
tipo de antigeno e eritrocito utilizado; possivel persisténcia de reacdes positivas apds o
tratamento e reagdes cruzadas com outros helmintos (ZHOU et al., 2007; GOMES et al.,
2014).

O teste de imunofluorescéncia indireta (IFT) foi aplicado como uma ferramenta de
diagnostico em estudos epidemiologicos de infecgao pelo S. mansoni, em uma area de baixa
endemicidade, no Brasil. A taxa de prevaléncia foi 33,2% e 33,5% para os métodos IgG-IFT e

IgM-IFT, e de 1,6% para o método parasitologico de fezes (Kato-Katz, trés laminas para uma
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amostra de fezes) (BURLANDY-SOARES et al., 2003). A necessidade de um microscopio
complexo, pessoal treinado e reagentes especificos limita o uso desta técnica em areas
endémicas (GOMES et al., 2014).

O método ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) € o teste mais comumente
usado como teste soroldgico para deteccdo da esquistossomose, a técnica permite detectar
varias classes de anticorpos com base no reconhecimento por diferentes antigenos do parasito,
expressos em qualquer uma das suas fases. E altamente sensivel e util para levantamentos
epidemiologicos da esquistossomose (SILVA et al., 1998; TURNER et al., 2004; SORGHO
et al., 2005; ALARCON DE NOYA et al., 2007). O método de ELISA ¢ o de escolha para o
diagndstico em massa por apresentar baixo custo, reprodutibilidade e facilidade de execugao.
Entretanto ensaios para deteccdo de anticorpos frequentemente ndo distinguem entre infec¢ao
ativa e infeccdo passada e ainda podem apresentar reagao cruzada com outros helmintos.
Quando estes ensaios sdo usados em areas de baixa endemicidade, estratégias diagnosticas
devem ser combinadas a fim de se obter uma melhor estimativa da taxa de infeccdo em
populagdes em risco (CAVALCANTI et al., 2013).

A busca por um método confiavel para o monitoramento e controle da
esquistossomose tem levado a investigacdo de varios antigenos, entretanto a triagem dos
antigenos adequados representa uma das maiores dificuldades no desenvolvimento de testes
de diagnoéstico (CAVALCANTI et al., 2013). Diante disso, sabe-se que existem alguns fatores
que podem influenciar na selecdo de um antigeno apropriado, tais como: simplicidade de
obten¢do e produtividade, alta estabilidade em condi¢des simples de estocagem e elevada
antigenicidade e imunogenicidade (RABELLO et al., 2008).

Os antigenos utilizados atualmente em ensaios sorologicos podem ser obtidos de
diferentes estadgios evolutivos do parasito. Geralmente sdo empregados como um mix de
proteinas expressas em diferentes fases do parasito ou como proteinas especificas, isoladas
por métodos de purificacao de alta eficiéncia (HINZ et al., 2017). A detecgdo de antigenos de
Schistosoma foi inicialmente baseada na utilizagdo de antigenos brutos de verme adulto
(Soluble worm adult protein - SWAP) e antigeno soluvel de ovo (Soluble egg antigen — SEA).
O antigeno soluvel de verme adulto (SWAP) ¢ a fonte mais abundante de material antigénico
(DOENHOFF et al., 2004). Proteinas de esquistossomulos sdo apontadas com maior
sensibilidade quando comparadas ao SEA (SMITH et al., 2012; HINZ et al., 2017), sendo

mais eficazes para diagnosticar individuos de areas endémicas, mas com consideravel

44



potencial para serem utilizadas no diagnostico de individuos de areas ndao endémicas
(GRENFELL et al., 2013; HINZ et al., 2017). O homogeneizado de ovos, conhecido como
antigeno soluvel de ovo (SEA), contém grande numero de fragcdes antigénicas, apesar de
somente uma minoria de esses constituintes serem liberados por ovos viaveis (ASHTON et
al., 2001). Estes antigenos apresentam sensibilidade que pode variar de moderada a alta em
teste de ELISA, porém podem apresentar baixa especificidade (DOENHOFF et al., 2004;
SORGHO et al., 2005; HINZ et al., 2017), em consequéncia de possiveis reagdes cruzadas
com antigenos de outros helmintos (GRENFELet al., 2013; HINZ et al., 2017).

Os métodos soroldgicos de diagndsticos comumente utilizados apresentam algumas
limitagdes, como: variacdo dos titulos de anticorpos, que podem permanecer ou aumentar
apos o tratamento (COULIBALY et al., 2013; HINZ et al., 2017); a inabilidade em distinguir
entre infec¢do passada, aguda ou reinfeccdo (GRENFELL ef al., 2014; HINZ et al., 2017;); a
baixa producdo de anticorpos, soro conversao tardia ou ausente (HINZ et al., 2017) ou uma
resposta decrescente de anticorpos em individuos de areas endémicas, devido as constantes
exposicoes ao parasito ( HINZ et al., 2017).

Um dos maiores entraves da pesquisa por testes de diagndstico baseados no
reconhecimento por anticorpos ¢ a ocorréncia de reagdes cruzadas. Isso € particularmente
verificado quando se emprega antigeno bruto, sem purificagdo, por possuirem fracdes
antigénicas compartilhadas por muitos parasitos, protozodrios e até mesmo bactérias
(RABELLO et al., 2008). Antigenos recombinantes tém sido utilizados como alternativa aos
antigenos SEA e SWAP para o diagndstico da esquistossomose, dentre eles, a fracdo catidnica
(CEF6)32, antigeno adulto microssomal para S. mansoni (MAMA), S. japonicum (JAMA) e
S. haematobium (HAMA). Esta abordagem tem sido bastante utilizada com o intuito de
aumentar a especificidade do teste e minimizar as reagdes cruzadas, visto que ¢ uma forma de
manipulacdo que permite a selecdo do alvo antigénico antes da construg¢do e expressdo do
antigeno (CAVALCANTI et al., 2013; GOMES et al., 2014).

A reatividade entre anticorpos do soro do individuo infectado e antigenos extraidos
de diferentes estagios do parasito tem sido efetivamente testada, e o antigeno catddico
circulante (CCA, do inglés: circulating cathodic antigen) e o antigeno anddico circulante
(CAA, do inglés: circulating anodic antigen) tem se destacado. Os dois antigenos sao
proteoglicanos derivados do epitélio intestinal do parasito, que tém sido testados em

protocolos de diagnoésticos soroldgicos e de urina, porque sdo descritos como importantes
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alvos para detectar infec¢do ativa e também a resposta terapéutica (STOTHARD et al., 2009;
LAMBERTON et al., 2014; WEERAKOON et al., 2015). Ambos s3o encontrados no sangue
trés semanas apos a infec¢do (VAN DAM et al., 1996; WEERAKOON et al., 2015) e podem
ser detectados na urina ou soro de individuos (WEERAKOON et al., 2015). O uso destes
antigenos para diagndstico apresenta vantagens como alta especificidade e estimativa da
intensidade da infec¢do, além de desaparecem rapidamente apds o tratamento, podendo ser
utilizados como avaliacdo da cura (COULIBALY et al., 2013; GOMES et al., 2014,
MWINZI et al.,2015). Entretanto, apresenta baixa sensibilidade em areas de baixa
endemicidade ou individuos com infec¢do leve (WEERAKOON et al., 2015).

Uma alternativa de diagnodstico foi desenvolvida utilizando o antigeno CCA, pelo
teste imunocromatografico POC-CCA® (Point-of-Care Rapid Medical Diagnostics, Pretoria,
Africa do Sul). Trata-se de um ensaio de fluxo lateral, disponivel comercialmente, utilizado
para detectar CCA (VAN DAM et al., 2004; STOTHARD et al., 2009; COLLEY et al., 2013)
na urina do individuo infectado. Este método ¢ considerado bastante eficaz e confidvel,
principalmente em areas endémicas da Asia e Africa e em individuos com alta intensidade de
infecgio (COULIBALY et al., 2011; TCHUEM TCHUENTE et al., 2012; COLLEY et al.,
2013, ADRIKO et al., 2014; VAN DAM et al., 2015). Por outro lado, mais estudos sdo
necessarios no Brasil, para avaliar o desempenho do teste em areas ndo endémicas e em
individuos com baixa carga parasitaria (SIQUEIRA et al., 2016).

Até o presente momento, apenas alguns estudos avaliaram o teste POC-CCA® no
Brasil. Um estudo realizado em uma érea de baixa prevaléncia comparou os resultados das
técnicas parasitologicas, Kato-Katz e Gradiente salinico e POC-CCA®. Uma analise de duas
e 24 laminas usando a técnica de Kato-Katz mostrou taxas positivas de 10,6% (15/141
individuos) e 19,1% (27/141), respectivamente. A técnica de Gradiente Salinico obteve uma
taxa de positividade de 17,0%. Considerando os resultados de ambas as técnicas
parasitologicas, a taxa de positividade foi de 24,1%. O teste POC-CCA® mostrou uma taxa
positiva de 22,7% (32/141- traco como positivo) e, quando os resultados dos “tragos” foram
considerados negativos, a taxa de positividade foi de apenas 2,1% (SIQUEIRA et al., 2016).

Ferreira e colaboradores (2017) avaliaram um total de 300 individuos, com idades
entre 7-76 anos, na cidade de Pains - MG, area de baixa transmissao para esquistosssomose.
Foram coletadas trés amostras de fezes em seis laminas de Kato-Katz e comparadas com teste

rapido de urina (POC-CCA®). A sensibilidade e a especificidade na auséncia de um padrao-
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ouro foram calculadas usando analise de classe latente. A sensibilidade e especificidade da
técnica de Kato-Katz foram de 25,6% e 94,6%, respectivamente. Por outro lado, a
sensibilidade e a especificidade do ensaio POC-CCA® foram 68,1% e 72,8%, respectivamente
(FERREIRA et al., 2017).

3.4.3. Meétodos Moleculares

A Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR) ¢ um método molecular util para a deteccao
de baixa carga parasitiria e ¢ altamente sensivel para o diagndstico da esquistossomose
mansoni (SIQUEIRA et al., 2015). Uma modificagio na metodologia dos produtos
amplificados pela PCR para deteccdo da infecgdo por S. mansoni em caramujos
(HAMBURGER et al., 1991) foi proposta para deteccao do parasito S. mansoni em amostras
fecais (GOMES et al., 2010) e de urina (ENK ef al., 2010), como alternativa ao diagndstico
de pacientes com baixa carga parasitaria.

A PCR convencional amplifica um segmento especifico de gene e trata-se de uma
técnica que permite detectar acido desoxirribonucleico (DNA) do parasito em fezes (PONTES
et al., 2003; WEERAKOON et al., 2015). Baseado no principio molecular do método de
detec¢do, a amplificacdo do DNA ou do 4cido ribonucleico (RNA) do parasito por PCR ¢ um
complemento promissor para o diagnostico preciso da esquistossomose. Além disso, avangos
recentes incluem deteccdo de DNA de ovo ou de esquistossdomulos mortos, por perda de
tegumentos dos vermes ou desintegracio de ovos inativos e microRNAs circulantes
(WEERAKOON et al., 2015).

A PCR foi utilizada como ferramenta diagndstica para S. mansoni, € mostrou-se
eficiente na identificacdo dos casos positivos, mesmo em pacientes com baixa carga
parasitaria (PONTES et al., 2002; GOMES et al., 2009; OLIVEIRA et al., 2010), com niveis
de sensibilidade préoximos a 90% e niveis de especificidade proximos a 100%. A PCR-ELISA
¢ uma alternativa de diagnostico que permite a deteccdo de DNA de S. mansoni em fezes de
individuos com baixa infec¢do, permitindo a detec¢do de DNA amplificado por PCR
utilizando uma plataforma ELISA (Enzyme linked immunosorbent assay) (GOMES et al.,
2010; SIQUEIRA et al., 2015). Em 2010 foi realizado um ensaio de PCR-ELISA aplicado em
amostras de fezes de 206 participantes de area endémica e comparado com os resultados

obtidos pelo exame de 12 laminas de Kato-Katz de uma tinica amostra; o PCR-ELISA revelou
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uma sensibilidade de 97,4% e uma especificidade de 85,1% (GOMES et al., 2010). Espirito-
Santo et al. (2014) observaram uma sensibilidade mais baixa da PCR, realizada em soro
humano, quando comparada a PCR realizada nas fezes, para a detec¢do de S. mansoni,
utilizando a técnica de Kato-Katz como referéncia. Neste estudo a taxa de positividade obtida
pelo ensaio de RT-PCR quatitativo (QPCR) (9,6%) foi 6,8 vezes maior que aquela obtida
pelos resultados em combinagdo das técnicas parasitoldgicas de Kato-Katz e de Sedimentacao
Espontanea (HPJ) (0,9%), em estudo realizado com 572 individuos.

A técnica de PCR em Tempo Real quantitativa (QPCR) permite mensurar e quantificar
simultaneamente quantidades minimas de acidos nucleicos. Em estudo realizado por Ten
Hove et al. (2008) avaliou-se o desempenho da técnica qPCR em relagdo ao teste
parasitologico padrao e obteve-se 100% de sensibilidade da deteccdo de S. mansoni em
individuos apresentando carga parasitdria maior que 100 ovos por grama de fezes (OPG).
Zhou et al. (2011) demonstraram aaplicacdo da técnica de RT-PCR, na detec¢do de DNA
livre circulante de S. japonicum com sensibilidade de deteccdo de 10 fg do DNA desse
parasita, sendo 100 vezes mais sensivel que a PCR convencional.

Apesar dos métodos moleculares apresentarem alta sensibilidade e especificidade,
possui alto custo e requerem equipamentos caros para sua realizacdo (HUSSEIN et al., 2012),
além de ser necessario um alto conhecimento para a realizacdo da técnica, fatos que podem

dificultar o acesso a este tipo de diagnostico (WEERAKOON et al., 2015).
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4. JUSTIFICATIVA

A esquistossomose € um importante problema de satide publica no Brasil, alcangando a
marca de aproximadamente 10 milhdes de pessoas infectadas ou em risco de infec¢do (KATZ
e PEIXOTO, 2000). Estudos recentes revelam que as areas endémicas de esquistossomose
localizadas principalmente em Minas Gerais e Bahia, onde originalmente encontrava-se alta
prevaléncia de infeccdo e individuos infectados com alta carga parasitaria sofreram grandes
modificacdes no perfil de transmissdo da infeccdo devido as sucessivas intervengdes
terapéuticas (RABELLO et al., 2008; GUIMARAES et al., 2010; SCHOLTE et al., 2012).

O diagnostico convencional da infeccdo por S. mansoni € realizado através da
deteccao microscopica de ovos de parasitas nas fezes. A técnica de Kato-Katz ¢ recomendada
por ser quantitativa, de baixo custo e facil de executar (WHO, 1994). No entanto, as
dificuldades surgem em individuos com baixa carga de vermes devido ao pequeno ntimero de
ovos depositados nas fezes, variagdes diarias de oviposi¢ao por vermes fémeas e apenas uma
pequena quantidade de amostra ¢ examinada em uma Unica ldmina (41,7mg de fezes)
(KONGS et al., 2001). O Programa de Controle da Esquistossomose no Brasil adotou esse
procedimento para avaliagdo da esquistossomose em areas endemicas, o que resulta em uma
subestimagdo da prevaléncia da doenca, particularmente em areas de baixa transmissiao e
individuos com baixa carga parasitaria (ENK et al., 2008). Sabe-se que a quantidade de ovos
de S. mansoni em amostras de fezes ¢ variavel, sendo necessaria analise de um nimero maior
de laminas ou amostras de fezes para avaliar com maior precisao a prevaléncia da infec¢do
(UTZINGER et al., 2001), portanto a possibilidade de resultados falsos negativos nao pode
ser excluida por exame de fezes negativo realizado usando apenas duas laminas de uma

amostra.

Além disso, os individuos tratados ndo sdo protegidos contra reinfecgdes e o farmaco
ndo afeta a viabilidade dos ovos e as formas imaturas do parasito, por isso grande parte dos
residentes em areas endémicas submetidas ao controle quimioterapico apresentam-se
reinfectados e com baixa carga parasitdria e sdo dificilmente diagnosticados por exame
parasitologico de fezes (ENK et al., 2008). Esses individuos com baixa carga parasitaria, nao

identificada nos exames parasitologicos, continuam eliminando ovos e consequentemente
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infectando outros individuos na drea de risco, ndo interrompendo dessa forma o ciclo de

transmissao.

Diante do exposto, faz-se necessario, a avaliacdo do desempenho de metodos de
diagnostico, principalmente na detec¢do de individuos com baixa carga parasitdria, que
possam ser aplicaveis a nova realidade observada nas areas de transmissdo de S. mansoni. Na
avaliacdo deve-se considerar um padrdo de referéncia que fornega resultados mais precisos e
acurados, usando uma combinagdo de testes parasitologicos para detectar infeccao ativa, que
permita estimar prevaléncias precisas, identificar reinfec¢do e serem usados no controle de
cura apos tratamento. Os resultados a serem obtidos poderdo ser utilizados nas ac¢des dos

programas de controle em areas endémicas do pais.
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5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo Geral

Avaliar estratégias alternativas de diagndstico para esquistossomose mansoni
utilizando métodos parasitologicos, imunoldgicos e moleculares em individuos com

baixa carga parasitéria, antes e ap0s tratamento.

5.2. Objetivos especificos

Determinar a prevaléncia da esquistossomose em uma area rural no distrito do Brejo
do Amparo, Municipio de Januaria, Norte de Minas Gerais, utilizando uma

combinagdo de testes parasitologicos;

Avaliar o desempenho dos métodos de diagndstico parasitoldégico e molecular em
estudo (Kato-Katz, Helmintex”, Gradiente Salinico e RT-PCR) individualmente ou

em conjunto, para monitoramento da transmissdo e cura apos tratamento;

Avaliar o desempenho das técnicas imunologicas, ELISA indireto (Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay) e POC-CCA®, como alternativas de diagnéstico da infec¢do

por S. mansoni em individuos com baixa carga parasitaria;

Avaliar a reatividade de anticorpos IgM e de subclasses de IgG (IgGl, 1gG3, 1gG4)
contra antigenos do ovo e do verme adulto de S. mansoni em soro de individuos
examinados, nos diferentes tempos de avaliagdo (TO linha de base e T360 dias apos

intervengdo terapéutica); e correlacionar com os dados parasitolégicos;

Determinar as taxas de controle de cura e de reinfec¢do nos diferentes tempos de

avaliagdo (T90 dias, T180 dias e T360 dias apds intervencao terapéutica);
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e Desenvolver modelos preditivos para avaliagdo do controle de cura na

esquistossomose mansoni, 12 meses apds tratamento.

6. MATERIAL E METODOS

6.1. Area e desenho de estudo

A pesquisa foi realizada na zona rural do Distrito de Brejo do Amparo (15°25°54*> S e
44°24°42>° 0O), regido endémica para a esquistossomose mansoni, no municipio de Januaria
(Figura 3), situado na regido norte do estado de Minas Gerais. O distrito possui clima tropical
e registra temperaturas que variam dos 12,6°C aos 38°C. As chuvas sdo escassas e irregulares
(IBGE, 2015). A populacao estudada tem aproximadamente 270 habitantes, e possui como
principal atividade econdmica o cultivo de cana-de-acucar, milho e feijio. A comunidade
rural esta localizada as margens dos corregos rurais (P¢é da Serra, Tocantins e Santana), onde

foram encontradas populagdes de caramujos da espécie Biomphalaria glabrata.

Figura 3 - Localiza¢do geografica do Estado de Minas Gerais e localizacdo da area de estudo

no  municipio de Januaria, regido norte de  Minas  Gerais  (zoom)

(https://pt.wikipedia.org/wiki/Januaria#/media/File:-MinasGerais MunicipJanuaria.svg)

Esta area foi escolhida pelo perfil da populacdo, que ndo havia sofrido nenhuma
intervencdo de controle da esquistossomose nos Ultimos dois anos antes do inicio do presente
estudo e pelo baixo indice de migracdo (populacdo residente fixa), segundo informagdes das
autoridades locais. Segundo o Programa de Controle da Esquistossomose, a prevaléncia

estimada de esquistossomose foi de cerca de 20% em 2010.Considerando a frequéncia
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esperada de 20%, precisdo estimada de 5% e intervalo de confianga de 95%, a estimativa da
amostra foi de 255 individuos. Neste distrito, toda a populagdo que obedeceu aos critérios de
inclusdo atingiu o critério amostral, portanto o estudo foi de base populacional (censitario).

O delineamento do estudo utilizou diferentes abordagens epidemiologicas (Figura 4):
(1) delineamento transversal, foi a linha de base (T0), que estimou a taxa de prevaléncia inicial
da infec¢do por S. mansoni utilizando diferentes métodos de diagnosticos parasitologicos,
soroldgicos e moleculares (ii) estudo de coorte prospectivo com avaliagao longitudinal dos
individuos positivos, 30 (T30), 90 (T90) e 180 (T180) dias para avaliagao de controle de cura
e reinfeccdo e avaliacdo de toda populacdo 360 dias (T360) para avaliar as taxas de

prevaléncia, incidéncia e reinfecgao.

Tratamento Tratamento Tratamento
Praziquantel Praziquantel Praziquantel

0 dias dias
\ 4 4 \ 4 |

Todos individuos Apenas Positivos ~ Apenas Positivos Apenas Positivos Todos individuos

\ £ $ 4

Controle de cura Taxa de Taxa de Taxa de
Reinfeccdo Reinfecgdo Reinfecgdo e
Incidéncia

Figura 4 - Fluxograma de estudo para avaliacdo do controle de cura e taxa de reinfecdo, nos
diferentes tempos de avaliagdo: TO (baseline), controle de cura T30 (30 dias) e reinfec¢ao,

T90 (90 dias), T180 (180 dias), T360 (360 dias).

6.2. Populacio do estudo: Critérios de elegibilidade

Critérios de Inclusdo: Foram incluidos no estudo moradores da regido, com idade superior a 2

anos, de ambos os sexos, que concordaram em participar do estudo e assinaram o Termo de
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Consentimento Livre e Esclarecido — TCLE. As criangas alfabetizadas também foram
solicitadas a ler e assinar o termo de consentimento informado adaptado para criangas. Foi
solicitado aos participantes que nao utilizassem nenhum antiparasitario durante o periodo de

coleta de material biologico.

Critérios de Exclusdo: Foram excluidas as mulheres gravidas e em amamentacdo. Aquelas
identificadas como positivas nos exames de fezes para algum helminto, foram encaminhadas

para o posto de saude para tratamento apds a gestacao ou interrup¢ao da amamentagao.

6.3. Questionario pré-codificado

Ao chegar nos domicilios, os pesquisadores apresentavam os objetivos do estudo e
explicavam o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), que foram devidamente
assinados pelos adultos e/ou por um dos pais ou responsaveis pelas criancas (Anexo 1). Ao ler
o TCLE o morador foi informado de sua condi¢do de voluntério e teve assegurado seu direito
de desistir da pesquisa a qualquer momento, sendo somente necessario preencher o Termo de
Recusa (Anexo 2) .

Um morador por domicilio foi entrevistado com auxilio de questionario pré-codificado
(Anexo 3), os entrevistadores foram treinados e tiveram acesso a um manual de instrugdo para
garantir confiabilidade na coleta de dados.

No questionario familiar foram coletadas informag¢des demograficas; de status
socioecondmico (renda familiar, participagdo em programas de auxilio financeiro do governo,
posse da casa e da terra, e posse de itens); caracteristicas da residéncia (quantidade de
moradores por casa, nimero de comodos, presenga de energia elétrica e presencga de banheiro
interno); origem e tratamento da agua; disposi¢do e destino do lixo e destino do esgoto
doméstico. Foram coletadas as seguintes informacdes no questionario individual: data de
nascimento; status socioeconémico (informacgdes ocupacionais, renda e escolaridade); contato
com agua (frequéncia e finalidade), contato com a terra (frequéncia e finalidade); municipio

de nascimento e tempo de residéncia no municipio.
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Neste momento, foram agendadas as coletas de sangue, urina e fezes. As informagdes
obtidas constituiram um banco de dados relacionado a infec¢@o por S. mansoni no municipio

de estudo.

6.4. Coletas e processamento das amostras

Os participantes foram convidados a fornecer trés amostras fecais, que foram coletadas
em dias consecutivos. A primeira amostra fecal foi recolhida num recipiente de plastico de
500 ml, suficiente para uma evacuag¢do completa fecal, contendo, pelo menos, 50 gramas de
fezes. As outras duas amostras fecais eram menores ¢ foram coletadas em potes de plastico de
80 ml. Da primeira amostra, 500 mg foi separado e¢ congelado para realizagdo do teste
molecular; o restante do material fecal foi utilizado para preparacao de 14 laminas de Kato-
Katz, 500mg das fezes foi utilizada para realizag¢do da técnica de Gradiente Salinico, 30g para
a técnica de Helmintex e o restante processado para realizagdo do método de centrifugo-
sedimentacdo (MIFC). O método de centrifugo-sedimentacdo foi usado apenas para avaliar a
presenga/auséncia de protozoarios.

As segunda e terceira amostras de fezes de cada individuo foram utilizadas para
realizagdo de 2 ldminas de Kato-Katz por amostra. O fluxograma, na Figura 5, mostra o
numero total de amostras analisadas por cada teste parasitologico e os resultados obtidos com
o teste rapido de urina (POC-CCA").

As amostras fecais foram levadas para o laboratdrio de campo em Janudria e
imediatamente processadas para realizacdo de analises parasitologicas. A coleta de urina (10-
15 ml) foi realizada em um tnico frasco, sendo coletada a primeira urina da manha de cada
individuo.

A coleta de sangue venoso foi conduzida em criangas e adultos, na regido da mao e do
antebraco e foram coletados um tubo com EDTA e no méaximo dois tubos para obtengdo de
soro. Em adultos, o volume maximo de sangue retirado foi de 5 ml em tubo de EDTA e 15 ml
em tubo sem anticoagulantes. Em criangas ou adolescentes (5-17 anos) o volume foi reduzido

para Sml em EDTA e 10 ml para obtengdo de soro.
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(n=270)

Exclusio

(n=13)

Helmintex Gradiente Salino KATO-KATZ MIFC POC-CCA®
(n=218) (2=197) (a=249) (n=228)
AMI K1K2 AMI1 K1.K6 AMI1KI1K12 AMI K1-K14 AMI3KILE2
(n=237) (n=214 (n=212) (n=214) (n=188)

Figura 5 - Fluxograma da metodologia do estudo descrevendo os métodos de diagndstico para
infeccdo pelo S. mansoni. Método de Kato-Katz com uma amostra fecal ¢ duas (AM1 K1-K2), seis
(AM1 K1-K6), doze (AM1 K1-K12), quatorze laminas (AM1 K1-K14) e trés amostras fecais com
duas laminas cada uma (AMI1-3 K1-K2) e métodos alternativos, como Gradiente Salinico,

Helmintex®, PCR em tempo real (RT-PCR) e Teste Rapido de Urina (POC-CCA®).

6.5.Métodos de diagndstico

6.5.1. Exames Parasitolégicos

6.5.1.1.Método Kato-Katz

Para a realizacdo da técnica de Kato-Katz (Kato, 1954, modificado por Katz et al.,
1972) foi utilizado o kit HELM TEST (Bio Manguinhos, Rio de Janeiro - RJ), que ¢ um teste
quali-quantitativo para detec¢do parasitologica de ovos S. mansoni e outros helmintos

intestinais.
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Em 1972, Katz et al. modificaram o método anteriormente descrito em japonés por
Kato & Miura (1954), e posteriormente aperfeicoado por Kato (1960), e introduzido no
Brasil. Katz et al (1972) simplificaram a realizagao desta técnica quantitativa, por tornar
desnecessaria a pesagem prévia da amostra fecal. Estes autores utilizaram um pequeno
retangulo de papeldo (4x3cm) com espessura de 1,37mm, dotado de orificio de 6 mm de
didmetro em seu centro, para medir a quantidade de fezes a ser examinada. Colocando o
cartdo sobre uma lamina de microscopio e preenchendo o orificio com fezes, auxiliado por
uma espatula, apos passa-las através de tela com malhas de 200 micra?, obtém-se amostra que,
em média, pesa 41,7 mg. As fezes obtidas sdo espalhadas sobre uma lamina, e cobertas com
uma laminula de celofane semipermeavel, previamente tratada durante 24 horas com solugao
de glicerina, 4gua destilada e verde de malaquita (solu¢do aquosa com 50% de glicerina
contendo 0,15 % verde malaquita). As laminas invertidas para secagem por pelo menos 60
minutos ¢ foram examinadas sob o microscopio 6Otico (100x). Apo6s a evaporagdo da agua, a
glicerina toma o lugar da agua das fezes, clarificando o esfregaco e permitindo a visualizagao
dos ovos no exame microscopico.

As amostras foram examinadas por microscopistas do Centro de Pesquisas René
Rachou e Laboratorio de Helmintoses Intestinais da Universidade Federal de Minas Gerais.
Pelo menos 15% de todas as laminas tiveram sua leitura confirmada por um segundo
microscopista, apos selecdo aleatoria. O numero de ovos encontrados foi multiplicado pelo
fator de conversdo 24 (41,7 mg em cada orificio x 24=1000,8mg), o que correspondeu ao

nimero de ovos por grama de fezes (KATO, 1954, modificado por KATZ et al., 1972)

6.5.1.2.Método Centrifugo-Sedimentagdo - MIFC

Para a realizacao desse método, inicialmente homogeneizaram-se trés amostras fecais,
com o auxilio de uma espatula. Apds a homogeneizagdo, retirou-se 2 gramas do
homogeneizado e a este acrescentou-se o liquido conservante de MIF (Mertiolato ou
Mercurocromo, lodo e Formol 10%). Foi transferdo 1 a 2 mL de filtrado para um tubo conico
de centrifugacdo, com capacidade para 15mL. Acrescentou-se 4 a 5 mL de éter sulfurico sob
agitacdo (importante para desengordurar o material). Apds acrescentar gotas de salina e/ou

lugol ao sedimento, o tubo foi vertido sob uma lamina, deixando escoar todo o sedimento. A
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lamina montada foi levada ao microscopio Optico para a realizacdo da leitura através das

objetivas de 10x e/ou 40x (BLAGG et al., 1955).

6.5.1.3.Técnica de Gradiente Salinico

As fezes foram filtradas em tela de nylon (Tegape, Sao Paulo, Brasil) apropriada com
abertura de 150 um e a quantificagdo do material foi realizada utilizando-se placa
quantificadora de ago inox com orificio central com capacidade para 500 mg. Cada porg¢ao de
500 mg foi homogeneizada com 3 mL de solucdo salina a 0,85% e vertida na coluna de
separacgdo (g). Em seguida, um fluxo continuo do sistema de gotejamento foi aberto para que
ocorresse a passagem da solucdo salina a 3% presente no reservatorio principal (d) pela
pastilha porosa presente na coluna. Esse fluxo continuo (12 gotas por minuto) promove a
suspensdo dos detritos leves e seu posterior descarte. Os ovos de S. mansoni, por possuirem a
propriedade de sedimentarem em solugdo salina altamente concentrada permanecem no fundo
da coluna na superficie da placa porosa (COELHO et al., 2009). Apds cerca de 20 minutos
verificou-se a clarificagdo da suspensdo e nitida separacdo do sedimento, o sistema foi
fechado e todo o material remanescente transferido para um tubo Falcon® (15 mL) e a este
foi adicionada solu¢do de formaldeido a 20% em propor¢ao igual ao volume da suspensao
(solugdo final formaldeido a 10%), para conservacdo do material at¢ o momento da leitura
microscopica. As laminas foram preparadas com uma gota do sedimento e uma gota de

solucdo salina e aposi¢ao de laminula de vidro (Figura 6).
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Figura 6 - Representagdo esquematica da técnica de Gradiente Salinico (COELHO et al.,

2009). a: base; b: suporte com solugdo salina; c: suporte; d: reservatorio com solugdo salina; e: bragadeira de

roletes; f: mangueira de borracha; g: coluna de separagdo; h: sedimento (cinza); i: mangueira de drenagem.

6.5.1.4. Helmintex

O método Helmintex foi realizado conforme descrito por Teixeira e
colaboradores (2007) e Favero et al. (2017). Aproximadamente 30 g de fezes foram diluidas
em uma solu¢do contendo 10 mL de etanol 70% e 10 mL de Tween 20 (USB corporation) a
1%, filtradas, e deixadas para sedimentagdo espontdnea por cerca de uma hora. Apds esse
periodo, cada suspensdo foi filtrada por uma malha metalica de 500 um, transferida para um
frasco conico e lavada até que um sobrenadante claro fosse obtido. A tamisagao foi realizada
com a passagem das fezes através de telas metdlicas com poros de 150 pum e 45 pm,
respectivamente.

O sedimento foi resuspenso em uma solu¢do aquosa a 30% de acetato de etilo,
homogeneizada e centrifugada durante 10 minutos a 200 rpm. O sedimento foi coletado apds
o descarte dos residuos no topo da fase aquosa (um método de Ritchie modificado)
(RITCHIE, 1948). Cada pellet foi transferido para um microtubo contendo 19 pL de
particulas paramagnéticas de 6xido de ferro (Bangs Labs, EUA). Depois que os pellets e as
particulas foram homogeneizados por 30 min., os microtubos foram colocados em um suporte
magnético por 3 min. Os sedimentos com resposta magnética foram entdo ressuspensos em
100 pl de solucao aquosa de NaCl a 0,9% e armazenados a -4 ° C até serem analisados. Para

preparar as amostras para analise microscopica, cada sedimento foi suspenso e corado em 3%
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de ninidrina (Sigma-Aldrich, EUA) em etanol a 70% e homogeneizado por pipetagem. Cada
suspensdo foi espalhada uniformemente sobre papéis de filtro de 5 cm x 2,5 cm (poro de 24
um) (UNIFIL, BRASIL), identificados e mantidos para exame por microscopia optica
(ampliagao de 100 x). No momento da microscopia, os filtros foram umedecidos com gotas

de etanol a 70%.

6.5.2. Intensidade de Infeccio

A intensidade de infeccdo foi calculada em ovos por grama de fezes (OPG) pelo
método de Kato-Katz, duas laminas da primeira amostra de fezes. A carga parasitiria
individual foi determinada pela média aritmética do numero de ovos de S. mansoni por
laminas confeccionadas. A carga parasitiria da populacdo foi determinada pela média
geométrica do OPG. De acordo com a Organizagdo Mundial de Saude, a intensidade de
infeccdo pode ser classificada em: ndo infectados, infectados com baixa carga parasitaria: até

1-99 OPG; média: 100-399 OPG, e alta: 400 ou mais OPG (WHO, 1994).

6.5.3. POC-CCA®

Foram coletadas amostras de 10-15 ml da primeira urina da manha, de cada individuo,
e examinadas para a presenga de antigeno circulante (CCA) de S. mansoni. Para a deteccao do
CCA foi realizado o teste Point-of~Care (POC) disponivel comercialmente, que detecta esse
antigeno na urina (Rapid Medical Diagnostic, Pretoria, Africa do Sul), segundo as instrucdes
do fabricante (LOTE 50182-10/2017). Para a realizacdo do método, a amostra foi
homogeneizada e, com o auxilio de uma pipeta plastica, uma gota de urina foi transferida para
0 poco circular da placa. Apds a gota se distribuir por toda a placa, adiciona-se uma gota da
solucdo tampdo. Cada placa foi mantida a temperatura ambiente e decorridos 20 minutos,
realizou-se a leitura. Os resultados foram interpretados da seguinte forma: a) invalido: linha
de controle ausente b) negativo: presenga da linha controle e auséncia da linha teste; c)
Positivo - Trago: presenca da linha controle e teste, sendo a linha teste (T) classificada em

traco, (+1), (+2) e (+3), de acordo com a intensidade da cor, como demonstrado na Figura 7.
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Os resultados foram registrados e verificados de forma independente por dois observadores

treinados, e em caso de resultados conflitantes, um terceiro investigador foi consultado.

“»

Figura 7 - Classificagdes do Teste Rapido de Urina (POC-CCA®). Os nimeros superiores

(cor negra) referem-se a identificagdo do paciente e os inferiores (cor azul) a classificagdo do
resultado. Pontuagdes visuais variaram de negativo a traco, fraco (+), moderado (++) e

fortemente positivo (+++)

6.5.4. Avaliacdo do nivel de reatividade relativa de imunoglobulinas contra antigenos de

ovo (SEA) e verme adulto (SWAP) de S. mansoni

O sangue venoso foi coletado e o soro armazenado a -20°C para posterior andlise. O
ensaio enzimatico indireto foi utilizado para quantificar o nivel de reatividade dos anticorpos
especificos (IgGl, IgG3, 1gG4 e IgM) contra antigenos de ovos (SEA) e vermes adultos

(SWAP) de S. mansoni, no soro de individuos avaliados. Foi utilizada a cepa LE de S.
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mansoni que vem sendo mantida no laboratorio do Grupo Interdepartamental de Estudos
sobre a Esquistossomose - GIDE. Esta cepa LE de S. mansoni foi isolada de um paciente
(Luis Evangelista de Belo Horizonte — MG) e tem sido mantida através de sucessivas
passagens por hamsters (Mesocricetus auratus) € Biomphalaria glabrata, de acordo com a

técnica descrita por Pellegrino e Katz (1968).

6.5.4.1. Obtengdo do Antigeno soluvel do ovo (SEA)

Para obten¢do de antigenos soliveis de ovos (SEA) e de vermes adultos (SWAP) de S.
mansoni foram utilizados camundongos Swiss com 45-50 dias de infecgdo com 100 cercarias
do parasito.

Antigeno soltuvel de ovos (SEA) foi obtido de ovos do parasito isolados do figado de
animais infectados segundo Dunne (1981). Apds a necropsia dos camundongos, os figados
frescos contendo granulomas foram isolados e triturados com solugdo salina NaCl 2%, em
baixa velocidade, durante 2 minutos. O liquido obtido foi filtrado e transferido para um calice
de sedimentagdo e decantado a 2-5°C por 35 minutos. Em seguida, o liquido foi decantado
em solucdo salina 1,7%, por 35 minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o
procedimento repetido até a obtencdo de um sobrenadante limpo. O precipitado contendo
ovos foi retirado e filtrado de modo sequencial em um conjunto de membranas de porosidade
decrescente (80 — 400 mesh). O material retido na membrana de porosidade 400 mesh foi
recuperado e centrifugado (200 g a 4°C por 10 minutos) em tubos de polipropileno de 50 ml
(Falcon®). A cada centrifuga¢do o sobrenadante foi desprezado e os sedimentos reunidos
gradativamente, com aspiragdo e descarte do muco presente na parte superior. Durante todo o
processamento, os tubos foram mantidos em gelo para evitar eclosdo de miracidios e, ao final,
apos certificar a limpeza do material, os ovos foram ressuspendidos em 1 mL de PBS e
transferidos para um tubo de vidro acoplado a um homogeneizador tipo Virtiz®. Os ovos
foram triturados por cerca de 40 min sob gelo. A destruicao completa dos ovos foi confirmada
apos um exame ao microscopio optico. O homogenato foi entdo transferido para tubos de 1,5
ml e centrifugados a 10000 g por 1 hora e o sobrenadante, denominado de SEA, foi recolhido

e congelados a -20°C (protocolo segundo Dunne et al., 1981).
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6.5.4.2. Obtengdo do Antigeno Soluvel de Verme Adulto (SWAP)

A producao de SWAP foi obtida a partir de vermes adultos, machos e fémeas,
recuperados ap6s perfusdo sanguinea dos animais infectados, realizada conforme descrigao de
Pellegrino e Siqueira (1956). Os vermes recuperados foram lavados, concentrados e
homogeneizados em tampao fosfato (PBS - 137 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 4,3mM Na2
HPO4.7H20, 1,4 mM KH2PO4) contendo inibidores de proteases (1 tablete em cada 25 mL
de tampao, Boehringer Mannheim, Indianapolis, USA), conforme descricdo detalhada por
Dunne (1997). Na sequéncia, iniciou-se a maceragdo dos helmintos, sendo adicionado N,(1)
para facilitar tal procedimento. O macerado foi transferido para microtubos de 1,5 ml e
centrifugados a 10000 g, a4°C por 60 minutos. Os sobrenadantes foram recolhidos e
colocados em um tnico tubo de 15 ml, a partir do qual se realizou a dosagem das proteinas

(método de Lowry, 1951). O antigeno foi aliquotado e mantido a -20°C.

6.5.4.3. Ensaio Imunoenzimatico (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)

ApoOs a obtencdo dos antigenos, iniciou-se a execu¢do do método ELISA indireta. As
concentragoes e dilui¢des foram previamente padronizadas.

Os antigenos provenientes dos ovos (SEA — Soluble Egg Antigen) ou dos vermes
adultos (SWAP — Soluble Antigen Worm Protein) da espécie S. mansoni foram diluidos em
Solugdo Tampao carbonato (Na2CO3 0,5 M, NaHCO3 0,5M, pH 9,6) nas concentragdes de
Sug/ml e 10pg/ml, respectivamente. A partir da solu¢do, 100ul foram retirados e transferidos
para placas (NUNC®), revestida por plastico filme e armazenada na geladeira
a 4°C overnight (12 horas). Apos a sensibilizagdo e entre cada etapa de incubacdo as placas
foram lavadas 5 vezes com solugdo de lavagem (PBS contendo 0,5% de Tween 20, pH = 7,2).
Posteriormente foi feito o bloqueio com solugdao tampao de PBS contendo 1% de soro fetal
bovino (BSA, Sigma, USA), por 2 horas em temperatura ambiente. Posteriormente, diluiu-se
o soro humano em Solugdo Tampao de diluicdo (0,1% BSA em PBS
Ix Tween 20 pH 7,4), na propor¢ao de 1:100 para a placa sensibilizada com SWAP e SEA,
incubadas por 2 horas em temperatura ambiente.

A presenga de anticorpo parasito-especifico foi detectada pela adicdo de anti-

imunoglobulina (alg): IgG1 (Monoclonal AntiHuman IgG1Clone8c¢/639 Biotin Conjugate Im
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munoglobulin Fraction of Mouse Ascites Fluid- SIGMA®, USA), 1gG3 (Monoclonal Anti-
Human IgG3-Biotin antibody produced in  mouse SIGMA ALDRICH®,USA), IgG4
(Monoclonal Anti-Human IgG4-Biotin, clone HP 6025 produced in  mouse,
purified immunoglobulin- SIGMA - ALDRICH®, USA) e IgM (Goat Anti-
Human IgM Alkaline phosphatase conjugated- BETHYL®,USA); em tampdo de diluicdo
para SEA e SWAP, por 1 hora em temperatura ambiente, de acordo com as seguintes

concentragoes:

Quadro 1 - Diluigdes dos anticorpos secundarios utilizados nas placas sensibilizadas com

antigenos do ovo (SEA) ou antigenos de verme adulto (SWAP) de S. mansoni

SEA SWAP
Anti-IgG1 1:3.000 1:3.000
Anti- IgG3 1:4.000 1:1.000
Anti-IgG4 1:20.000 1:20.000
Anti- IgM 1:10.000 1:5.000

Em seguida, diluiu-se a estreptoavidina (Streptavidin Alkaline Phosphatase from
Streptomyces avidinii- SIGMA®, USA), em tampao de bloqueio na propor¢ao de 1:2.000 e
adicionou-se a cada pogo 100uL da solugdo. Como a IgM utilizada ja é conjugada com
Alkaline Phosphatase, entdo ndo foi adicionado estreptoavidina na placa que tivesse essa
imunoglobulina. Posteriormente, incubou-se a placa ao abrigo da luz e a temperatura
ambiente por 1 hora.

A revelagdo da cor foi feita pela adicdo de substrato pNPP (SIGMAFAST™ p-
Nitrophenyl phosphate Tablets -SIGMA®, USA) e a reacao foi interrompida apds15 minutos
para a IgM e 20 minutos para as imunoglobulinas IgGl, IgG3 e IgG4. A reacao foi
interrompida com 50pL de NaOH 3M (NaOH: 120 g; 4H,0 = 1L) e a leitura realizada em
leitor de microplacas (Status-Labsystems Multiskan RC, Helsinki, Finland) a 405nm.

Os dados obtidos na forma de absorbancia foram apresentados como reatividade

relativa de cada imunoglobulina testada com cada antigeno. A reatividade relativa (RR) foi
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calculada da seguinte maneira: absorbancia de cada amostra dividida pela média das

absorbancias do grupo ndo infectado mais duas vezes o desvio padrao deste grupo.

Absorbancia de cada amostra

RR =

Média da absorbancia das amostras -+ 2 X desvio padrio das amostras
do grupo nao infectado do grupo nao infectado

Assume-se que: RR < 1 a amostra ndo ¢ reativa. RR > 1 a amostra apresentada ¢ reativa.

6.5.5. PCR em Tempo Real (RT-PCR)

6.5.5.1. Extragdo de DNA das amostras fecais (QIAamp® DNA Stool Handbook, 2012)

Esse ensaio foi realizado de acordo com a metodologia desenvolvida no Laboratorio
de Pesquisas Clinicas —Instituto René Rachou —-FIOCRUZ-MinasGerais. A amostra fecal foi
mantida congelada (-20°C) até o momento da analise. Para a extragdo foi utilizado o Kit
comercial Fast QlAamp DNA Stool Mini Kit (Qiagen GmbH, Hilden, Germany), de acordo
com as recomendacdes do fabricante e seguindoos protocolos ‘“‘DNA Isolation from Large
Amounts of Stool’ e “‘Isolation of DNA from Stool for Pathogen Detection’’.

As amostras fecais sdo conhecidas por serem heterogéneas e portanto de dificil uso
em andlise molecular. O kit Fast QlAdamp® DNA Stool Mini Kit permite aquecimento de
500mg de fezes ressuspensos em 5 ml de Buffer ASL (Stool Lysis Buffer/QUIAGEM) a 95°C
por 20 minutos, para facilitar a ruptura do ovo e lise celular. Apos a lise, as substancias
prejudiciais ao DNA e os inibidores de PCR presentes na amostra de fezes foram adsorvidos a
matriz Inhibitex, adicionando-se 1 ml do Buffer Inhibitex em cada amostra e incubando por 1
minuto a temperatura ambiente. Depois de adsorvido, o material foi centrifugado durante 8
minutos a 13.200 rpm a 4 °C. Em seguida, adicionou-se 15 pL de proteinase K (Life
Technologies, Carlsbad, California, EUA) e homogeneizou-se em vortice. A amostra foi
incubada durante 120 minutos a 65°C.O DNA presente no sobrenadante de cada amostra foi
purificado em colunas de centrifugacao Spin-QIl4Aamp (membrana de silica - 30 pg) e lavado
com tampdes de lavagem fornecidos pelo kit (Buffer W1 e W2) para garantir remogao
completa das impurezas residuais que pudessem afetar a ligagdo ao DNA. O DNA eluido de

cada amostra foi utilizado nas reagdes moleculares (Figura 8).
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QiAamp DNA Stool Mini Procedure
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Figura 8 - Procedimento simplificado do Kit de Extragdo de DNA (QIl4amp Fast DNA Stool
Mini Kit) pela técnica RT-PCR (QI4Aamp DNA Stool Handbook, 2012)

6.5.5.2. Ensaio RT-PCR (real-time PCR)

Na reagdo de PCR foram usadas sequencias dos iniciadoresespecificos para S. mansoni
senso 5’-CCG ACC AAC CGT TCT ATG A-3’, anti-senso 5’-CAC GCT CTC GCA AAT
AAT CTA AA-3’ e asonda 5’-/56-FAM/TCG TTG TAT CTC CGA AAC CAC TGG ACG/
3BHQ 1/-3’e os iniciadores especificos para o gene da B-actina humana (H.sapiensACTB)
senso 5’-CCA TCT ACG AGG GGT ATG-3’, anti-senso 3’-GGT GAG GAT CTT CAT
GAG GTA-5’, e a sonda 5’-/ 56-JOE/ CCT GCG TCT GGA CCT GGC TG/ 3BHQ 1/-
3’(Integrated DNA Tecnologies — IDT-EUA), que amplificamum fragmento de 110 pb de
uma sequéncia altamente repetitiva de 121 bp de S. mansoni (GenBank, numero de acesso
M61098) descrita por Hamburger ef al. 1991, que compreende cerca de 10% do genoma do

parasito.
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A reagdo de amplificagdo foi realizada com um volume final de 25 puL contendo: 12,5
puL de TagMan® Universal PCR Master Mix 2x (Life Technologies, Thermo Fisher Scientific
Inc., EUA), 1uL de iniciadores especificos para S. mansoni 0,1 Mm; 0,625 uL das sondas
FAM e JOE a 0,25 uM; 0,75 pL de iniciadores especificos para B-actina a 0,15 uM; 1,25 uLb
de BSA 0,1 mg/uL; 2 uL MgCl2a 2 uM; 0,5 puL de agua estéril e 4 uLL de DNA diluido 1:5 em
agua contendo acrilamida linear na propor¢ao 994:6 (v/v). Para cada reacdo, dois controles
foram usados: controle positivo (mix acrescido do DNA extraido de vermes adultos) e
controle negativo da amplificagdo (NTC). A reagdo de amplificacdo foi conduzida no
equipamento StepOnePlus™Real-Time PCR System (Thermo Fisher Scientific Inc., EUA),
sob o programa de ciclagem universal, com 45 ciclos e temperatura de anelamento de 60°C.

Como medida interna de controle de qualidade para o procedimento de isolamento de
DNA e para testar a possivel presenca de inibidores da reagdo de PCR, todas as amostras
clinicas foram amplificadas por PCR para o gene da beta-actina humana (ACTB). Para isso,
os primers 5'-CCA TCT ACG AGG GGT ATG-3 ' e 3'GGT reverso GAG GAT CTT CAT
GAG GTA-5' e sonda 56-JOE / CCT GCG TCT GGA CCT GGC TG / [(3BHQI1)] foram
utilizados. O ponto de corte para amostras positivas e negativas foi definido através de uma
curva padrao realizada com DNA de S. mansoni extraido de vermes adultos. O critério de
classificacdo utilizado foi negativo: sonda FAM (Schisto) com limiar de ciclo (Ct) =
indeterminado e sonda JOE (B-actina) com Ct <42; positivo: sonda FAM (Schisto) com Ct
<42 e sonda JOE (B-actina) com Ct <42 e invalido: sonda FAM (Schisto) e JOE (B-actina)
com Ct = indeterminada.

Os protocolos de extracdo e amplificagdo foram realizados em salas diferentes, em
cabine de fluxo laminar previamente irradiada com luz ultravioleta e empregando produtos

descartaveis estéreis e ponteiras com barreiras para diminuir fontes de contaminacao.

6.6. Tratamento e Controle da Cura

O controle de cura foi realizado através da avaliagdo de 24 laminas de Kato-Katz, 30
dias (T30) apos tratamento. Para verificar se houve reinfecc¢do, os individuos positivos foram
reexaminados com técnicas parasitologicas e imunologicas aos 90 (T90), 180 dias (T180) e
360 dias (T360) apds tratamento. Apds cada tempo de avaliagdo, os resultados individuais

foram encaminhados para cada participante.
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Pacientes com resultados parasitologicos positivos receberam tratamento oral gratuito
no servigo de saude local, como preconizado pelo Ministério da Saude. Esquistossomose:
praziquantel (50 mg / kg para adultos e 60 mg / kg para criangas); helmintos intestinais:
albendazol (400 mg) e protozoarios intestinais: metronidazol (250 mg / 2x / 5 dias). Qualquer
outra condicdo clinica ou doenca foi comunicada ao paciente por escrito e ele foi

encaminhado ao posto de saude de referéncia.

6.7.Parametros utilizados na avaliacdo do desempenho das técnicas de diagnéstico

Foram avaliados no presente estudo os seguintes pardmetros em relacdo ao

desempenho das técnicas de diagnostico:

Teste de referéncia: Combinagdo dos resultados positivos para S. mansoni pelas técnicas
parasitologicas (18 laminas de Kato-Katz de trés amostras de fezes consecutivas, Gradiente
Salinico e Helmintex®). Este valor foi utilizado como referéncia para os demais calculos na
avaliagdo dos métodos diagndsticos do estudo (sensibilidade, especificidade, valor preditivo

positivo e negativo e indice kappa).

Prevaléncia: A prevaléncia da esquistossomose foi calculada pelo nimero de individuos que
foram positivos para S. mansoni em qualquer uma das técnicas parasitologicas, dividido pelo

numero total de participantes.

Sensibilidade: ¢ a probabilidade de um teste ser positivo em um infectado ou doente, isto &,
traduz a percentagem de infectados ou doentes corretamente diagnosticados por um teste

positivo.
Especificidade: ¢ a probabilidade de um teste ser negativo em um nao infectado ou nao
doente, isto ¢, traduz a percentagem de ndo infectados ou doentes corretamente identificados

por um teste negativo.

Acuracia: Avalia a propor¢ao de todos os testes corretos (verdadeiros positivos e verdadeiros

negativos), sobre todos os resultados obtidos.
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Likelihood Ratio ou Razdo da Verossimilhanca: Razdo entre a probabilidade de um
determinado resultado de um teste diagnodstico em individuos portadores da doenca e a

probabilidade do mesmo resultado em individuos sem a doenga.

Valor Preditivo: O Valor Preditivo Positivo (VPP) ¢ a probabilidade de um individuo ter a
doenca quando o teste ¢ positivo. O Valor Preditivo Negativo (VPN) ¢ a probabilidade de um
individuo nao ter a doenca quando o teste ¢ negativo. O Valor Preditivo ¢ influenciado pela

sensibilidade, especificidade e pela prevaléncia da doenga na populagao testada.

indice Kappa: A estatistica kappa nos permite medir a concordancia além do esperado por

acaso.

6.8. Analise estatistica de dados

6.8.1. Analise descritiva e comparacio entre métodos de diagnostico

As informagdes coletadas e os resultados dos testes realizados foram codificados e
posteriormente digitados através de dupla entrada no programa EpiData (versdo 3.1) no
Laboratorio de Epidemiologia das Doencas Infecciosas e Parasitarias do Departamento de
Parasitologia do ICB/UFMG. Os arquivos foram comparados e as divergéncias detectadas
corrigidas. A andlise foi executada utilizando-se os programas Open Epi (versio 3.01),
GraphPad Prism versdo 5.0 e STATA (versdo 11.0, Stata Corporation, College Station, TX,
EUA) e Minitab® 17 Statistical Software.

A prevaléncia da esquistossomose foi calculada pelo nimero de positivos obtidos
pelo teste de referéncia dividido pelo numero total de participantes do estudo. A comparacao
entre os desempenhos dos métodos foi realizada por medidas de acuricia (sensibilidade,
especificidade, VPP e VPN e razdo de verossimilhanga) e de concordancia (estatistica Kappa
e medidas de correlagdao). Foram realizadas analises descritivas por meio de proporgdes e
medidas resumo (médias, desvios- padrdo, medianas e quartis). Os Coeficientes de correlagao
e Modelo de Regressdao Linear foram utilizados para avaliagdo de varidveis respostas
continuas (resposta imune) e as demais varidaveis independentes. Para avaliar o grau de

concordancia entre os diferentes testes, adotou-se a seguinte categorizagcdo: sem concordancia
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se k <0,01; fraca se 0,01<x<0,20; razoavel se 0,21<x< 0,40; moderada se 0,41<x<0,60; forte
se 0,61<k<0,80 e quase perfeita se k> 0,81 (LANDIS e KOCH, 1977). A sensibilidade ¢ a
especificidade combinada dos testes empregados, em paralelo, foram calculadas comoSp= SA
+ SB — (SA x SB) (sensibilidade do teste A x sensibilidade do teste B) e Ep= EA x EB
(especificidade do teste A x especificidade do teste B).

6.8.2. Modelos de predi¢ao

Modelos de predigao tém sido desenvolvidos para auxiliar profissionais de saude a
melhorar a avaliagdo do risco individual de doengas ou predizer resultados. Para isto, utiliza-
se um conjunto de dados de um grupo de pacientes com desfecho conhecido, para construir
modelos que possam ser utilizados para predizer o desfecho de novos pacientes (MARTINS,
1988). Modelos preditivos podem ser desenvolvidos utilizando diferentes técnicas, tais como
a regressao logistica e a arvore de decisdo.

Uma alternativa para fins de desenvolvimento de modelos de predicao sdos as arvores
de classifica¢do e regressao (CART). O algoritmo CART foi proposto por Breiman et al.
(1984) e consiste em uma técnica ndo-paramétrica que induz tanto arvores de classificagdo
(quando a variavel resposta assume valores categdricos), quanto arvores de regressao (quando
a variavel resposta assume valores continuos). No caso das arvores de classificagdo, o método
avalia, assim como a regressdo logistica, relacdes entre varidveis independentes e uma
variavel resposta binaria (RODRIGUES, 2004). Neste estudo foram utilizados como varidveis
independentes para esse modelo de predigao a idade (categorizado em < 10 anos, 11-21 e >21
anos de idade), dados de infeccao e reinfec¢ao por S. masoni (0= negativo e 1= positivo em
um ou mais testes parasitologicos) e os niveis de reatividade dos isotipos de imunoglobulina
IgG (igG1 e IgG4) frente aos antigenos de ovo (SEA) e verme adulto (SWAP) em dois
momentos, linha de base (T0) e 12 meses pos-tratamento (T360 dias).

O objetivo dos modelos CART ¢ subdividir o conjunto de dados em grupos mais
homogéneos em relacdo a probabilidade do desfecho que estd sendo avaliado. Considerando a
direcdo (aumento ou diminuicdo) dos niveis de reatividade relativa das imunoglobulinas
avaliadas na linha de base (T0) e 12 meses pos-tratamento (T360 dias), foram estabelecidos
dois desfechos: 0= se o resultado em T12 > TO (fracasso) e 1= resultados em T12<

TO(sucesso).
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Em geral, cada posicao da arvore e chamada de n6, sendo o primeiro n6 da arvore, que
equivale ao conjunto de dados completo, conhecido como né raiz. Os noés gerados pela
divisdo de um no pai ja existente recebem o nome de nos filhos ou descendentes. Quando o
conjunto de dados contido em um determinado no6 nao ¢ dividido entre dois nos descendentes,
o n6 ¢ declarado terminal, também conhecido como n6 folha (SANTOS, 2003). CART realiza
uma parti¢ao recursiva bindria a partir do no raiz. O processo e binario porque os nos pais sao
sempre divididos exatamente em dois nos filhos e recursivamente porque o processo pode ser
repetido tratando cada no filho como um né pai. O modelo ¢ ajustado mediante sucessivas
divisdes binarias para tornar os subconjuntos cada vez mais homogéneos (SANTOS, 2003).
Os critérios de selegdo para a melhor divisdo s3o baseados em diferentes medidas, sendo que
a maior parte dos algoritmos de inducdo busca dividir os dados de um né pai de forma a
minimizar o grau de impureza dos nos filhos (RODRIGUES, 2004).

Para medir a impureza de determinado n6 duas medidas sdo frequentemente usadas em
CART, o indice de Gini ¢ a fun¢do deviance. Com base nestas medidas o algoritmo realiza
uma pesquisa para todas as variaveis selecionando a variavel que promove a melhor divisao
em termos de gerar grupos mais homogéneos em relacdo a probabilidade do desfecho.
Finalmente, para cada arvore gerada ¢ calculada a acuracia na classificagdo de um conjunto de
dados (RODRIGUES, 2004).

O desenvolvimento de modelos preditivos pode ajudar na tomada de decisdao
diagnostica dos pacientes, especialmente em locais onde o acesso aos métodos diagnosticos ¢é
dificil, sendo uma ferramenta 1util e efetiva em servigos de saide com recursos limitados.
Neste contexto, emerge a possibilidade de se desenvolver e utilizar modelos preditivos para o
diagnostico da esquistossomose. Estes modelos, se desenvolvidos de maneira adequada com
dados que sejam representativos de determinada populagdo analisada, podem auxiliar
médicos, assim como administradores da saude publica, na abordagem diagnostica de

pacientes suspeitos de terem a doenga.
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7. ASPECTOS ETICOS

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisas envolvendo Seres Humanos
do Centro de Pesquisa René Rachouw/FIOCRUZ - CAAE21824513.9.0000.5091 (Anexo 4).
Antes de qualquer atividade de pesquisa, foram realizadas reunides locais na comunidade e
visitas de casa em casa para esclarecer dividas do projeto a ser desenvolvido, e autoridades
locais de saude foram contatadas e concordaram em colaborar com os pesquisadores das
diferentes institui¢des. Todos os participantes desse estudo receberam um cédigo de
identificacdo no intuito de manter sigilo das informagdes pessoais. Nao foi utilizada nenhuma
informagdo que permitiu a identificagdo do paciente. Os objetivos do estudo foram
apresentados e explicados a todos os participantes, e os Termos de Consentimento Livre e

Esclarecido (TCLE) individualmente assinados ¢ armazenados.
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8. RESULTADOS

8.1. Caracterizacio socioeconomica e sanitaria da populacio de estudo

O estudo incluiu 257 individuos, sendo que a distribuicdo entre os sexos foi
semelhante, 122 eram do sexo masculino (47,5%) e 135 do sexo feminino (52,5%). A idade
variou de 2 a 88 anos, com média de idade de 34,9 anos (DP + 22,6) e mediana de 32 anos
(intervalo interquartilico de 15 a 51 anos).

A populagdo estudada tem baixa renda e escolaridade, com 90% dos individuos
adultos recebendo até dois salarios minimos e quase 80% com apenas o ensino fundamental
ou menos. Quanto a posse da terra, 77,4% sao proprietarios e 17,0% sao posseiros; 81,1% dos
moradores possuem casa propria quitada e 15,1% dessas residéncias foram cedidas (Tabela
1). Das propriedades avaliadas, 98% possuem energia elétrica, 56,6% possuem vaso sanitario
dentro da residéncia, 32,1% fora da residéncia e 9,4% ndo possuem vaso sanitario. A principal
fonte de dgua potavel ¢ o ribeirdo local (60% das residéncias) e o esgoto doméstico ndo
recebe tratamento. Dos 229 individuos, 188 (82,1%) tem o costume de frequentar o riacho ou
corrego; desses 25,3% frequentam diariamente, 30,6% semanalmente e 23,6% mensalmente.
Dos 202 individuos que relataram contato direto com a terra; 51,5% cuidam de hortas e
jardins, 39,8% andam descalgo, 25,8% trabalham como lavradores 23,1% brincam em torno

do peri-domicilio e 6,6% tinham o héabito de limpar valas e corregos na regido.
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Tabela 1 - Caracterizagdo da populagdo de estudo na comunidade rural Brejo do Amparo,

Janudria, Minas Gerais e pardmetros socioecondmicos e sanitarios selecionados.

Varidaveis Categoria Total
N (%)
Sexo @ Masculino 112 (48,9)
Feminino 117 (51,1)
Categoria de idade ® <10 38 (16,6)
11-20 43 (18,8)
21-40 61 (26,6)
41-60 60 (26,2)
>60 27 (11,8)
Nivel Educacional ® Analfabeto 123 (59.,4)
Primario 33 (15,9)
Secundério 43 (20,8)
Médio e Superior 8 (3,9
Renda (salario minimo) © <1 19 (35,9)
1-2 16 (30,1)
>2 18 (34,0)
Posse da terra® Proprietario 41 (77,4)
Posseiro 9 (17,0)
Nao sabe ou ndo respondeu 3 (5,6)
Posse da casa'® Propria quitada 43 (81,1)
Cedida 8 (15,1)
Nao sabe ou ndo respondeu 2 (3,8)
Abastecimento de zigua(c) Caixas de dgua 21 (39,6)
Agua corrente 32 (60,4)
Canalizacio interna para Sim 46 (86,8)
agua © Nio 7(14,2)
Tratamento agua para Nenhum 9(17,0)
consumo® Filtracao/Cloracao 44(83,0)
Sistema de esgoto Fossas rudimentares 47 (88,6)
Nao sabe ou ndo respondeu 6 (11,4)
Destino do lixo doméstico’ Queima 49 (92,4)
Enterra 2(3,8)
Terreno baldio 2(3.8)
Contato com riacho e Sim 188 (82,1)
corrego® Nao 41 (17.9)
Contato com a terra® Sim 202 (88.,2)
Nio 27 (11,8)

a .y . . . ;. . . e .y . .

@ Variaveis avaliadas no questionario individual (229 moradores); ® Variaveis avaliadas no
questionario individual (207 moradores), entretanto criangas com menos de seis anos de idade foram
excluidas da analise; ©© Variaveis avaliadas no questionario familiar (53 residéncias).
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8.2. Perfil de infecco parasitaria na populacio de estudo

Com base nas analises fecais iniciais utilizando métodos de sedimentacao
espontanea ¢ Kato-katz (duas laminas), 85 individuos foram positivos para cistos de
protozoarios nas amostras analisadas e 81 individuos eliminaram ovos de helmintos. As
infeccdes helminticas mais prevalentes foram a esquistossomose (20,4%) e a ancilostomiase
(9,8%). Nas infec¢des por protozodrios se destacaram a Entamoeba coli (12,5%), Endolimax
nana (10,0%) e Blastocystis hominis (5,2%), detectadas pelo método de sedimentagdo
espontanea (Tabela 2). Foi verificada também a presenga de individuos coinfectados com S.

mansoni € outros helmintos (4,7%) e protozoarios (12,1%).

Tabela 2 - Prevaléncia da infeccdo por S. mansoni e outros parasitas intestinais na

comunidade rural do municipio de Janudria, Minas Gerais.

Numero de Prevaléncia
Infectados (1C95%)
Protozoarios Intestinais (n=249) 85 34,1 (28,3 -40.,4)
Entamoeba coli 31 12,5 (8,6 —17,2)
Endolimax nana 25 10,0 (6,6 — 14,5)
Blastocystis hominis 13 5,2(2,8-38,8)
Entamoeba histolytica/dispar 9 3,6 (1,7-6,8)
Giardia lamblia 4 1,6 (0,4—-4,1)
lodamoeba butschlii 2 0,8 (0,1 -2,9)
Entamoeba hartmani 1 0,4 (0,01 —2,3)
Numero de Prevaléncia
Infectados (I1C95%)
Helmintos (n=235) 81 34,5 (28,4 — 40,9)
Schistosoma mansoni* 48 20,4 (15,5-26,2)
Ancilostomideos 23 9,8 (6,3 -14,3)
Enterobius vermicularis 8 3,4(1,5-6,6)
Strongyloides stercoralis 1 0,4 (0,01 —2,3)
Trichuris trichiura 1 0,4 (0,01 —2,3)
Coinfeccao (S. mansoni + 30 12,1 (8,6 — 16,7)
Protozoarios)
Coinfeccao (S. mansoni + outros 11 4,7 (2,6 —8,2)
helmintos)

* Positivos para Schistosoma mansoni, determinado pelo método Kato-Katz, duas 1dminas da primeira amostra

fecal.
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O numero médio de ovos de parasitas em individuos infectados com S. mansoni foi de
210 + 645,8 OPG. Entre esses 48 individuos infectados, a maioria (66,7%, n = 32) apresentou
baixa carga parasitaria, menor que 100 OPG; 25% (n = 12) apresentaram moderada e 8,3%
apresentaram alta infec¢do (Figura 9A). Nao houve associagdes estatisticamente significativas
entre a prevaléncia e a intensidade da infeccdo por S. Mansoni em relacdo ao sexo. Além
disso, ndo houve diferengas significativas quando analisada a carga parasitaria entre as

diferentes faixas etarias (Figura 9B) (Tabela 3).

Tabela 3 — Distribuicdo da taxa de positividade para S. mansoni e carga parasitaria (OPG) de

acordo com sexo e faixa etaria na comunidade rural do municipio de Januaria, Minas Gerais.

Prevaléncia para S. Carga Parasitaria — OPG
mansoni Mediana (Percentil)

Sexo”
Masculino 25/135 (17,0%) 36 (24-180)
Feminino 23/122 (18,9%) 36 (12-120)
Faixa etaria®
0-10 3/41 (7,3%) 108 (24 — 180)
11-20 13/47 (27,7%) 36 (12-132)
21-40 19/68 (27,9%) 48 (12 —168)
41 -60 10/65 (15,4%) 18(12 - 36)
>60 3/36 (8,3%) 60 (12-216)

? Teste Mann Whitney com nivel de significincia de p<0,05 (p= 0,420). ® Teste Kruskal-Wallis, com nivel de
significancia de p<0,05 (p= 0,443). *Intensidade de infeccdo definida pelo Método de Kato-Katz, duas laminas

da primeira amostra de fezes.
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Figura 9 -Classificacdo dos individuos infectados com S. mansoni de acordo com a carga
parasitaria, determinada pelo método de Kato-Katz duas laminas da primeira amostra de
fezes. (A) Contagem individual de ovos por grama de fezes (OPG) de acordo com carga
parasitaria. A intensidade da infeccgdo foi classificada como leve (1-99 OPG), moderada (100-
399 OPG) ou alta (>400 OPG). (B) Boxplot mostrando a mediana e o intervalo interquartilico
da carga parasitaria por faixa etaria. Multipla comparacdo de Kruskal-Wallis, sem

significancia estatistica entre os grupos (p> 0,05).

A prevaléncia da esquistossomose no “Teste de referéncia”, obtida a partir da
combinac¢do dos métodos parasitologicos (18 laminas KK, Gradiente salinico e Helmintex) foi
de 45,9% (118 positivos/257 individuos). Dentre os 118 individuos positivos para S. mansoni,
55 (46,6%) eram do sexo masculino, enquanto que 63 (53,4%) eram do sexo feminino. A
Figura 10 mostra a prevaléncia da infeccao por S. mansoni para os diferentes grupos etarios,
comparando o método KK (2 laminas de uma amostra de fezes) e o teste referéncia. Criancas
e adultos jovens (11-20 anos de idade) apresentaram maior prevaléncia (55%) para a infec¢ao.
Em contraste, a prevaléncia foi reduzida para menos de 50% nas outras faixas etarias. E
importante ressaltar que a prevaléncia encontrada em cada faixa etdria, considerando a
combinagdo de todos os exames parasitoldgicos (Teste referéncia), foi 1,7 a 4,7 vezes maiores

do que a prevaléncia obtida com as duas laminas KK de uma amostra fecal.
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Figura 10 - Prevaléncia de esquistossomose intestinal em populagdo endémica, dividida por
diferentes faixas etarias. A linha (¢) indica as prevaléncias que resultaram da soma de todos
os métodos parasitologicos aplicados (Teste de referéncia: 18 laminas KK + Gradiente
Salinico + Helmintex®); a linha () indica as prevaléncias que resultaram do exame de duas

laminas de KK da primeira amostra fecal (AM1 K1-K2).

8.3. Avaliacio de métodos diagnésticos para deteccao da infeccao por S. mansoni em
areas endémicas com baixa carga parasitaria: Gradiente salinico, Helmintex e Kato-

Katz.

Na avaliacdo do teste Kato- Katz duas laminas, a partir de uma unica amostra de fezes,
procedimento recomendado pela Organizacdo Mundial de Saude (WHO, 1994), foi observada
uma prevaléncia de 20,4% (48/235). Ao comparar esse valor com a prevaléncia obtida pelo
Teste de referéncia (45,9%) percebe-se que o modelo de diagnostico, recomendado pela
OMS, subestima a prevaléncia da doenga em 2,3 vezes. Os demais valores estatisticos
observados foram de 41,4% (IC95% 32,8-50,5) para a sensibilidade, valor preditivo negativo
de 63,6% (1C95% 56,5-70,2) e Kappa 0,42 (1C95%0,31-0,52) (Tabela 4).

A leitura de seis laminas de uma mesma amostra (AM 1 K1-K6) resultou em um
aumento da prevaléncia (29,0%), da sensibilidade (56,4%) e do valor de Kappa (0,56). A
avaliagdo de 12 laminas de uma Unica amostra fecal (AM 1 K1-K12) apresentou uma

prevaléncia de 30,3% (64/212). A sensibilidade observada foi de 58,7% (1C95% 49,3 — 67.5),
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enquanto que o valor preditivo negativo foi de 69,6% (IC95% 61,8 — 76,4) e Kappa
encontrado foi de 0,58 (IC95% 0,46 — 0,70). Ao realizar a leitura de seis laminas, trés
amostras com duas laminas cada (AM 1-3 K1-K2), obteve-se a maior prevaléncia (38,3%)
entre as analises realizadas no KK. A sensibilidade observada foi de 66,7% (1C95% 57,3—
74,9%) e Kappa 0,63 (1C950,50 — 0,76) (Tabela 4).

O desempenho do Kato-Katz refletiu significativa melhora ao aumentar o numero de
laminas, de duas (AM 1 K1-K2) para seis (AM 1 K1-K6) e obteve o seu melhor desempenho
ao examinar trés amostras de fezes consecutivas (AM 1-3 K1-K2); entretanto a diferencga de
desempenho entre seis ¢ doze laminas ndo se mostrou estatisticamente significativa

(Figurall).
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Figura 11 — Prevaléncia da esquistossomose intestinal e sensibilidade do método Kato-Katz,
de acordo com niimero de laminas examinadas e amostras de fezes coletadas. Prevaléncia da
infec¢do por S. Mansoni (barra branca), determinado por uma amostra fecal com duas (AM1
K1-K2), seis (AM1 K1-K6), doze (AM1 K1-K12) ou quatorze laminas (AM 1 K1-K14), ou
trés amostras fecais com duas laminas examinadas (AM1-3 K1-K2). As sensibilidades (barras
pretas) das diferentes ldminas examinadas no método de Kato-Katz foram calculadas em

relagio ao Teste de ReferBncia (18 1aminas de KK, Gradiente Salinico ¢ Helmintex®).

79



A técnica de Gradiente salinico identificou 42 positivos em 197 participantes
(prevaléncia 21,3%), sensibilidade de 44,7% (IC95% 35,0 — 54,7), com valor preditivo
negativo de 66,5% (IC95% 58,7 — 73,4) e Kappa de 0,46 (1C95% 0,34 — 0,58) (Tabela 5). O
uso de 500mg de fezes pelo método Gradiente salinico identificou uma prevaléncia inferior a
observada com a mesma quantidade de fezes, por meio do Kato-Katz (AM 1 K1-K12).

Para as técnicas parasitoldgicas, o melhor desempenho foi obtido com o método de
Helmintex® modificado, que identificou ovos de S. mansoni nas fezes de 88 individuos
(40,4% de prevaléncia). Este método parasitologico apresentou alta sensibilidade (83,8%),
valor preditivo negativo 86,6% e o maior grau de concordancia em relagdo ao padrdo de

referéncia (Kappa = 0,84) (Tabela 4).
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Tabela 4 - Desempenho de diferentes métodos parasitologicos para a deteccdo da esquistossomose intestinal em comparagdo com o Teste

de referéncia (18 laminas Kato-Katz, gradiente salinico e Helmintex)

Método

Prev. (%)

Sensibilidade % (IC

95%)

VPN (%)

Kappa (IC95%)

AM 1 K1-K2

AM 1 K1-K6

AM 1 K1-K12

AM 1 KI1-K14

AMI1-3K1-K2

Gradiente salinico

Helmintex®

20,4 (48/235)
29,0 (62/214)
30,3 (64/212)
29,9 (64/214)
38,3 (72/188)
21,3 (42/197)

40,4 (88/218)

41,4 (32,8-50,8)
56,4 (47,0-65.3)
58,7 (49,3-67.5)
58,2 (48,8-67,0)
66,7 (57,3-74.9)
44,7 (35,0-54,7)

83,8 ( 75,6-89,6)

63,6 (56,5-70,2)
68,4 (60,7-75,3)
69,6 (61,8-76,4)
69,33 (61,6-76,2)
68,4 (59,5-76,1)
66,5 (58,7-73.,4)

86,6 (79,8-91,3)

0,42 (0,31-0,52)
0,56 (0,44-0,67)
0,58 (0,46-0,70)
0,58 (0,46-0,70)
0,62 (0,50-0,76)
0,46 (0,34-0,58)

0,84 (0,71 — 0,97)

AM 1 K1-K2, AM 1 K1-K6, AM 1 K1-K12, AM 1 K1-K14: Uma amostra fecal com duas, seis, doze e quatorze laminas de Kato-Katz, respectivamente; AM 1-3 K1-

K2: Trés amostras fecais, sendo que cada amostra originou duas laminas de Kato-Katz; VPN: Valor Preditivo Negativo



8.4. Avaliacdo do Teste Rapido de urina (POC-CCA®) para deteccao da infec¢do por S.

mansoni em areas endémicas com baixa carga parasitaria

O POC-CCA® identificou 108 individuos de um total de 228 analisados, como
infectados, o que resultou em uma prevaléncia de 47,4% e uma sensibilidade de 64,9%,
quando comparado com o Teste de referéncia (Tabela 5).

O desempenho do POC-CCA® ¢ interpretado por pontuacdes visuais ¢ variaram de
negativo a positivo (trago, fraco (+), moderado (++) e fortemente positivo (+++). Os
resultados de tracos foram considerados reacdo positiva para infec¢do por S. mansoni,
conforme recomendado pelo fabricante. Comparando o resultado POC-CCA® com Teste de
referéncia, observou-se que, dos 139 individuos negativos nos testes parasitologicos, apenas
116 individuos forneceram amostras de urina para o teste POC-CCA®. Destes, 81 (70%)
foram identificados como ndo reativos (negativos) no teste de urina. No entanto, 33 amostras
de urina (28,3%) dos individuos considerados negativos pelo Teste de referéncia mostraram
uma reagdo traco e outras duas amostras (1,7%) de individuos parasitologicamente negativos
tiveram um resultado positivo fraco (+), isso demonstra que a grande quantidade de
discordantes foi em relagdo principalmente a categoria trago. Dentre esses 35 individuos
falsos positivos reativos no POC-CCA®, apenas quatro (11,4%) individuos apresentavam
infeccdo por ancilostomideos e oito (22,9%) apresentavam cistos de protozoarios em suas
fezes.

Dos 118 individuos considerados positivos no Teste de referéncia, 112 participantes
forneceram amostras de urina. Dessas 112 amostras, 73 (65%) foram positivas para
presencado antigeno catddico circulante. Os resultados foram classificados como trago, fraco
(+1), médio (+2) ou fortemente positivo (+3) em 43 (38%), 17 (15%), 10 (9%) e trés (3%) das
amostras de urina examinadas, respectivamente. Entretanto, 39 amostras de urina (35%) de
individuos positivos no Teste de referéncia ndo foram reativas no teste de urina e, portanto,
foram erroneamente classificados como ndo infectados (falsos negativos). Isso pode ser
explicado pela baixa carga parasitaria que esses individuos apresentavam, média OPG: 4,3
(minimo: 1 - maximo: 36 OPQG).

Das 73 amostras que foram positivas de acordo com o teste de referéncia e no POC-
CCA, 59 (81%), 10 (14%) e quatro (5%) individuos foram considerados com carga parasitaria

leve, moderada e alta, respectivamente. Uma correlagdo significativamente positiva foi
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encontrada entre os escores do POC-CCA®™ e a intensidade da infec¢do, conforme
determinado pelos valores individuais de OPG (R = 0,537; p = 0,0001).

Devido a grande quantidade de discordantes, principalmente na categoria trago do
teste POC-CCA® em comparacdo ao Teste de referéncia, foi realizada a analise de dados
considerando o traco como resultado positivo e negativo. A concordéncia entre 0 POC-CCA®
e o Teste de referéncia, como a soma de todos os exames parasitologicos, mostrou baixa
concordancia (x = 0,34), que foi ainda menor quando os resultados dos tragos no teste de

urina foram considerados negativos (k = 0,25) (Tabela 5).
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Tabela 5 -Desempenho do teste rapido de urina para o antigeno catddico circulante de S. mansoni (POC-CCA®), em comparagdo com o

Teste de referéncia

Método TP FP TN FN Prev. Sensibilidade % Especificidade% VPP (%) VPN (%) Kappa
%)  (IC 95%) (IC 95%) (1C95%)
64.9 692 66.7 675 0.34
= %
MOECERE i 2s Wl B Al ese e 604-769)  (573-749) (587-75.2) (0.22—047)
268 983 938 58.2 0.25
_ *%
POC-CCA™ 30 2 114 82 140 195 357 (93.9-995)  (79.9-983) (51.2-649) (0.17-0.35)

Critérios: POC-CCA®* trago considerado positivo, POC-CCA®** trago considerado negativo. TP=Verdadeiros positivos, FP= Falsos positivos, TN= Verdadeiros

negativos, FN= Falsos negativos, VPP= Valor preditivo positivo, VPN= Valor preditivo negativo.
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8.5. Desempenho dos diferentes métodos parasitologicos e POC-CCA® para a deteccio

da infec¢do por S. mansoni em funcio da carga parasitaria

A carga parasitaria em individuos infectados com S. mansoni foi determinada pelo
numero de ovos encontrados em duas laminas KK de uma unica amostra fecal e convertendo
as contagens em ovos por grama de fezes (OPG), de acordo com os padrdes recomendados
pela OMS. Foi atribuido um valor de OPG < 12 para os individuos que nao foram detectados
por duas laminas KK da primeira amostra fecal, mas que foram considerados positivos
quando foram analisadas outras laminas ou quando outros métodos parasitologicos foram
utilizados (Gradiente salinico ¢ Helmintex®™) foram utilizados. Assim, foram classificados 102
individuos com carga parasitaria leve (OPG: 1-99), 12 individuos com carga parasitaria
moderada (OPG: 100-399) e quatro individuos com carga parasitaria alta (OPG: 400 ou
mais). Considerando essa classificacdo, 86,4% (n=102) individuos infectados dentro da
populacao estudada tinha uma leve infec¢ao parasitaria.

Em seguida, foi avaliado o desempenho dos métodos parasitologicos em relagdo a
carga parasitaria, sendo que os individuos com infec¢do leve foram divididos em trés
subgrupos (Tabela 6). Todos os métodos de diagnostico detectaram prontamente individuos
com infecc¢des altas a moderadas. Por outro lado, os métodos diagndsticos diminuiram sua
sensibilidade para detectar individuos com baixa carga parasitaria, especialmente em amostras
fecais com menos de 12 OPG. Neste caso, o melhor desempenho do método KK foi
avaliando trés amostras de fezes consecutivas (AM 1-3 K1-K2), com sensibilidade de apenas
40%. No grupo com carga parasitaria muito baixa, o Gradiente salinico e o teste rapido de
urina tiveram sensibilidades de 33,9 e 50,8%, respectivamente. O método Helmintex®
apresentou a maior sensibilidade para detectar individuos do grupo com carga parasitaria

menor que 12 OPG (84,1%).
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Tabela 6 -Sensibilidade (%) dos diferentes métodos parasitologicos e Teste Rapido de Urina (POC-CCA™) para a detecgdo da infecgdo pelo S. mansoni

em funcdo da carga parasitaria individual.

Carga Parasitaria (OPG)

Método Alta (%) Moderada (%) Baixa (%)
n=4 n=12 n=102

(>399) (100 - 399) (50-99) (12-49) (< 12)*

AM1 K1-K2 100 (04/04) 100 (12/12) 100 (04/04) 100 (28/28) 0 (0/70)
AM1 K1-K6 100 (04/04) 100 (12/12) 100 (04/04) 100 (28/28) 22,6 (14/62)
AMI1 KI1-K12 100 (04/04) 100 (11/11) 100 (04/04) 100 (28/28) 27,4 (17/62)
AM1 KI1-K14 100 (04/04) 100 (11/11) 100 (04/04) 100 (28/28) 27,0 (17/63)
AM1-3 K1-K2 100 (04/04) 100 (12/12) 100 (04/04) 100 (28/28) 40,0 (24/60)
Gradiente Salinico 100 (04/04) 100 (06/06) 33,3 (01/03) 50,0 (11/22) 33,9 (20/59)
Helmintex® 100 (03/03) 100 (11/11) 75,0 (03/04) 75,0 (18/24) 84,1 (53/63)
POC-CCA 100 (04/04) 100 (10/10) 100 (04/04) 77,8 (21/27) 50,8 (34/67)

AM 1 K1-K2, AM 1 K1-K6, AM 1 K1-K12, AM 1 K1-K14: Uma amostra fecal com duas, seis, doze e quatorze laminas de Kato-Katz, respectivamente; AM 1-3 K1-K2: Trés
amostras fecais, sendo que cada amostra originou duas laminas de Kato-Katz; POC-CCA®: Teste rapido de urina. Os dados mostram a sensibilidade (%) de cada método de
diagndstico e o numero de individuos detectados positivos para S. mansoni versus o numero total de individuos examinados (entre parénteses), de acordo com a classificagao

da carga parasitaria. Individuos com infec¢ao leve foram divididos em trés subgrupos com contagens de 50-99 ovos por grama de fezes (OPG), 12-49 OPG e menos de 12
OPG.
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8.6. Desempenho do PCR em tempo real (RT-PCR) em amostras de fezes de
individuos infectados por S. mansoni em &4rea endémica com baixa carga

parasitaria

Dentre os 215 individuos avaliados, 117 apresentaram resultados positivos na
RT-PCR, com uma prevaléncia de 54,4% (1C95% 47,7-60,9). Comparando com o teste
de referéncia que combinou todos os exames parasitologicos, a RT-PCR mostrou 91,4%
de sensibilidade e 80,2% de especificidade e a razdo de verossimilhanca positiva foi de
4,6 (IC95% 4,2-5,0) (Tabela 7). A razdo de verossimilhanga positiva expressa que ¢ 4,6
vezes mais provavel encontrar um resultado positivo em pessoas infectadas quando
comparado com pessoas nao infectadas.

A concordancia entre a RT-PCR e os testes parasitologicos mostrou que 95
individuos (44,2%) eram positivos e 89 (41,4%) individuos eram negativos nos dois
métodos e a concordancia avaliada pela estatistica kappa foi de 0,71 (IC 95% 0,58-
0,85). O VPP foi de 81,2, sendo valor preditivo positivo a probabilidade da presenca da
infeccdo quando o teste avaliado € positivo. (IC95% 73,2 - 87,2).

Apenas nove individuos que tiveram ovos do parasito nas fezes ndo mostraram
reatividade no ensaio RT-PCR. Por outro lado, o RT-PCR mostrou sequéncia de DNA
compativel com S. mansoni em 22 individuos considerados negativos em qualquer
método parasitologica (Tabela 7).

Por se tratar de uma populagdo com carga parasitaria predominantemente baixa
(<100 OPG), foi avaliado o desempenho da técnica de RT-PCR em rela¢do a carga
parasitaria (alta, moderada e baixa). Como mostrado na Tabela 8, a técnica de RT-PCR
detectou prontamente todos os individuos infectados com infec¢des de intensidade
moderada ou intensa, ou seja, pacientes infectados que eliminaram mais de 100 OPG.
Entre os individuos infectados com baixa carga parasitaria, a RT-PCR também detectou
100% dos individuos que eliminaram de 50 a 99 OPG (4/4) e 12 a 49 OPG (25/25)
(Tabela 8). Além disso, o ensaio de PCR detectou a infec¢do por S. mansoni em 53

individuos (87%), eliminando menos de 12 OPG.
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Tabela 7 - Avaliagdo do desempenho da técnica de PCR em tempo real (RT-PCR) comparado ao Teste de Referéncia

Teste de Referéncia

Positivo Negativo  Total Sens. % Espec. % VPP LR+ Kappa
n (%) n (%) n (%) 95% CI) (95%CI) (95%CI) (95%CI) (95%CI)
RT-PCR Positivo 95 (44,2) 22 (10,2) 117 (54,4) 91,4 80,2 81,2 4,61 0,71

(84,4-954) (71,8-86,5)  (73,2-872) (421-505) (0,58 -0,85)
Negativo 9 (4,2) 89 (41,4) 98 (45,6)

Total  104(48,4) 111(51,6) 215(100,0)

PCR: Reagdo em Cadeia da Polimerase; Sens. Sensibilidade; Esp. Especificidade; VPP: valor preditivo positivo; LR+: Razao de verossimilhanga para resultados positivos
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Tabela 8 - Sensibilidade (%) da técnica de RT-PCR ¢ POC-CCA" para a detecgdo da infecio por Schistosoma mansoni em fungdo da carga

parasitaria individual, definida pela contagem quantitativa de ovos de duas laminas de Kato-Katz .

Classificacao da Carga parasitaria (OPG)*
Sensibilidade (%) por método de diagnostico

Testes diagnosticos Alta Moderada Baixa
(OPG> 400) (OPG: 101-400) (OPG: 99-50) (OPG: 49-12) (OPG< 12)*
% Sensibilidade % Sensibilidade % Sensibilidade % Sensibilidade % Sensibilidade

RT-PCR 100 (04/04) 100 (08/08) 100 (04/04) 100 (25/25) 86,9 (53/61)
POC-CCA® 100 (04/04) 100 (10/10) 100 (04/04) 77.8 (21/27) 50,8 (34/67)

PCR: Reagdo em Cadeia da Polimerase; POC-CCA®: teste rapido de urina; *individuos identificados utlizando o teste de Kato-Katz (18 laminas), Gradiente salinico e

Helmintex®.
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E importante mencionar que entre os nove individuos que tiveram ovos de
parasitas em pelo menos um teste parasitolégico, mas ndo foram identificados na
técnica de PCR, a maioria deles (6 individuos) foram identificados como positivos
somente pela técnica de Helmintex®. Os outros trés individuos foram identificados pela
técnica de Kato-Katz avaliando 12 laminas/amostra (um individuo), ou quando trés
amostras fecais consecutivas foram analisadas com seis laminas (dois individuos). Além
disso, nos 22 individuos positivos apenas com RT-PCR, quando avaliados para
identificar a possibilidade de reatividade cruzada com outros helmintos intestinais,
apenas quatro (18,2%) desses individuos apresentaram infec¢do por ancilostomideos.

O presente estudo também demonstrou que a intensidade da infec¢do esta
correlacionada com o numero de ciclos de amplificagdo detectados no ensaio de RT-
PCR (Figura 12). Como mostrado na Figura 12A, nos individuos infectados
classificados com carga parasitaria alta (> 400 OPG) ou moderada (101-400 OPG) foi
necessario um numero significativamente menor de ciclos de amplificacdo no ensaio da
RT-PCR (Ct = 24,6 = 1,7 e 28,2 + 3.,5), para amplificar o Schistosoma-DNA. Em
comparagdo, em amostras de individuos infectados com carga parasitaria muito baixa
(menos de 12 OPG), foi necessario um maior nimero de ciclos de amplificacio
(Ct=33,8 £ 3,7). Como consequéncia, detectou-se uma correlagdo inversa e altamente
significativa entre as contagens de ovos individuais por grama de fezes e os valores do

limiar do ciclo de amplificacdo na RT-PCR (Ct) (r = -0,66, P <0,001) (Figura 12B).

90



*%

45-

10000+

= ' . 0 °

o 40 v -

~ v 00”‘00 (=)

-] ’0”:0 ~

S 354 . ot = 10004

= . z t%ﬁi:%v = .®

g T z e.?

E 304 . hAd vetee s .. s ~; ®

‘ v o S 100 ° A
< . % ’ o . “e e
5 254 %} an . 21) [ CREN
o ] ° eeo0® -
O
20 T T T T T 10 T s e ¢ o, )
& & © © 20 25 30 35 40 45
& & & &9 Cycle threshold (Ct)
A N &
J
> Q)
&S
“»
6@
@G

Figura 12 - A.Relagdo entre a classificacdo da intensidade da infec¢do, de acordo com a
carga parasitaria (OPG) e o numero de ciclos limites de amplifica¢do (Cycle threshold -
Ct) do DNA de S. mansoni. A linha continua indica a mediana e o valor Ct do intervalo
interquartil. B. Correlagdo entre o nimero de ovos por grama de fezes (OPG) e numero
de ciclos limites (Ct) amplificagdo de DNA de S. mansoni em amostras fecais

(p<0,0001).

A taxa de positividade nos diferentes grupos etarios de acordo com os resultados
de RT-PCR foi maior nos extremos da faixa etaria (criangas menores de 10 anos e em
individuos com mais de 60 anos de idade), quando comparada com o Teste de
referéncia parasitologico (Figura 13). Esses grupos etarios continham quase 50% dos
22 individuos positivos apenas na técnica de RT-PCR, mas com ovos negativos nos
exames parasitologicos, aumentando portanto a prevaléncia de esquistossomose de
31,7% e 38,9% encontrados no teste de referéncia para 50% e 53,3% com RT-PCR,

respectivamente (Figura 13).
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Figura 13 - Prevaléncia da infeccdo pelo S. mansoni em uma populagdo endémica,
dividida por diferentes faixas etarias, segundo o Teste de Referéncia parasitologico

(linha azul) e para RT-PCR com amostras fecais (500 mg) (linha laranja).

Dentre as andlises realizadas neste estudo, foi comparado o desempenho do teste
rapido de urina (POC-CCA™) em relacdo aos resultados obtidos no ensaio de RT-PCR,
sendo que nesta analise considerou-se o trago como positivo no POC-CCA®. Entre os
215 individuos avaliados no ensaio de RT-PCR, 196 realizaram o teste rapido de urina.
Destes 196 individuos, 70 (35,7%) individuos foram identificados na técnica RT-PCR e
foram reativos no teste rapido de urina POC-CCA" e 64 (32,7%) foram negativos em
ambos os testes. Entretanto, 24 (12,2%) individuos negativos no ensaio de RT-PCR
foram reativos no teste rdpido de urina, e todos foram classificados com traco, ou
reatividade fraca. Além disso, 38 (19,4%) individuos eram ndo reativos pelo teste POC-
CCA®, mas mostraram DNA especifico de S. mansoni na amostra fecal (Tabela 9). A
concordéncia entre o teste POC-CCA®™ e RT- PCR foi considerada fraca (x = 0,37). A
avaliagio de desempenho do teste POC-CCA® indicou baixa sensibilidade quando
comparado a PCR (64,8%), especificidade de 72,7%, razao de verossimilhan¢a para um
resultado positivo de 2,38 e VPP de 74,5%.

Como mostrado na Tabela 9, a falta de concordancia entre o PCR e o POC-
CCA" foi principalmente relacionada a baixa concordancia do ultimo teste diagnostico
na identificacdo de individuos infectado com baixa carga parasitaria, identificando 76%
dos individuos eliminando 12-49 OPG e apenas 50% daqueles eliminando menos de 12

OPG.
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Tabela 9 - Comparacdo e concordancia entre os resultados detectados pela técnica de PCR em tempo real e o teste rapido de urina
(POC-CCA®™)

PCR
Positivo Negativo  Total Sens. % Espec.% VPP LR+ Kappa
n (%) n (%) n (%) (95%CI) (95%CI) (95%CI) (95%CI) (95%CI)
POC-CCA® Positivo 70 (35,7) 24 (12,2) 94 (48,0) 64,8 72,7 74,5 2,38 0,37

(62,6-73,2)  (62,6-80,9)  (64,8-82,2)  (2,16—-2,62) (0,23-0,51)
Negativo 38 (19,4)  64(32,7) 102 (52,0)

Total  108(55,1) 88(44,9) 196 (100,0)

PCR: Reagdo em Cadeia da Polimerase; POC-CCA®: teste rapido de urina; Sens. Sensibilidade; Esp. Especificidade; VPP: valor prediitvo positivo; LR+: Razdo de
verossimilhanga para resultados positivo.
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8.7. Avaliacao da reatividade e perfil cinético de imunoglobulinas IgM e subclasses
de IgG (IgG1, IgG3 e 1gG4) contra antigenos do ovo (SEA) e verme adulto (SWAP)

de S. mansoni em soro de individuos com baixa carga parasitaria

No ensaio ELISA para avaliacdo da reatividade de anticorpos IgM anti-SEA
comparado ao Teste de referéncia estabelecido neste estudo, 43 amostras foram reativas
contra o antigeno de S. mansoni, com taxa de positividade de 22,8% e 38,6% IgM anti-
SWAP (Tabela 10).

Os resultados de ELISA IgM anti-SEA e anti-SWAP apresentaram,
respectivamente: sensibilidade de 30,0% (IC95% 21,5-40,1) e 48,5% (IC95% 39,0-
58,14); especificidade de 83,8% (IC95% 75,35-89,80) e 70,6% (IC95% 61,51-78,37);
baixa razdo de verossimilhanga positiva igual a 1,9 (IC95% 1,4-2,5) e 1,5 (IC95% 1,5-
1,8); baixa concordancia diagnostica com kappa de 0,14 (IC95% 0,02-0,26) e 0,19
(IC95% 0,06-0,33) (Tabelas 14 e 15). Essa baixa concordancia diagndstica pode ser
explicada pelo grande nimero de amostras discordantes (falsos positivos e falsos

negativos).

Tabela 10 - Comparagdo entre os indices de reatividade soroldgica do IgM anti-SEA e

anti-SWAP com o Teste de referéncia

Teste de referéncia
Positivo (%) Negativo (%) Total

IgM (anti-SEA) Positivo 27 (30) 16 (16,2) 43
Negativo 63 (70) 83 (83,8) 146
Total 90 99 189

IgM (anti-SWAP)  Positivo 49 (48,5) 32 (29,4) 81
Negativo 52 (51,5) 77 (70,6) 129
Total 101 109 210

Teste de Referencia (18 laminas de Kato-Katz, Gradiente Salinico e Helmintex")

Os resultados do ensaio ELISA para avaliagdo da reatividade de anticorpos IgG1
anti-SEA apresentou maior concordincia com teste de referéncia. A taxa de positividade
no ELISA IgG1 anti-SEA e anti-SWAP foi de 45,5% e 67,1% respectivamente (Tabela
11).

A sensibilidade no IgGl anti-SEA foi de 61,1% (IC95% 50,8-70,5%),
especificidade de 68,7% (IC95% 59,0-77,0%), razao da verossimilhanca positiva igual a
1,9 (IC95% 1,8-2,1) e kappa de 0,30 (IC95% 0,16-0,44) (Tabela 14). Entre os isotipos
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avaliados IgG1 anti-SWAP foi a que obteve melhor desempenho, identificando como
positivos 101 individuos, sensibilidade 62,4% (IC95% 54,2- 70,0), aumento na
especificidade com 81,2% (IC95% 70,4-88,6%), razdo da verossimilhanga positiva de
3,3 (IC95% 2,8-3,9), e aumento na concordancia entre os testes (Kappa 0,38; 1C95%
0,3-0,5) (Tabela 15).

Tabela 11 - Comparacdo entre os indices de reatividade sorologica do IgG1 anti-SEA e

anti-SWAP com o Teste de referéncia

Teste de referéncia

Positivo (%) Negativo (%) Total
IgG1 (anti-SEA) Positivo 55(61,1) 31(31,3) 86
Negativo 35 (38,9) 68 (68,7) 103
Total 90 99 189
IgGl (anti-SWAP)  Positivo 88 (87,1) 53 (48,6) 141
Negativo 13 (12,9) 56 (51,4) 69
Total 101 109 210

Teste de Referencia (18 laminas de Kato-Katz, Gradiente Salinico e Helmintex")

A avaliagdo soroldgica dos niveis de reatividade relativa de IgG3 anti-SEA
mostrou baixa taxa de positividade (24,9%) (Tabela 12), baixa sensibilidade (27,2%;
I1C95% 19,1-37,0), baixa especificidade (77,3%; IC95% 68,0-84,5) e razdo da
verossimilhanca positiva 1,2 (IC95% 0,9-1,6). Os resultados IgG3 anti-SWAP foram:
sensibilidade (59,4; 1C95% 49,6-68,0); especificidade (35,8%; 1C95% 27,4-45,0) razdo
da verossimilhanga positiva (0,9; 1C95% 0,8-1,0). Os ensaios sorologicos de IgG3 anti-
SEA e anti-SWAP ndo apresentaram concordancia com o teste de referéncia (Tabelas
14 e 15). Valores de kappa proximos e até abaixo de 0 indicam fraca concordancia, ou a

concordancia foi exatamente a esperada pelo acaso.
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Tabela 12 - Comparagdo entre os indices de reatividade sorolégica do IgG3 anti-SEA e

anti-SWAP com o Teste de referéncia

Teste de referéncia

Positivo (%) Negativo (%) Total
IgG3 (anti-SEA) Positivo 25(27,2) 22 (22,7) 47
Negativo 67 (72,8) 75 (77,3) 142
Total 92 97 189
IgG3 (anti-SWAP)  Positivo 60 (59,4) 70 (64,2) 130
Negativo 41 (40,6) 39 (35,8) 80
Total 101 109 210

Teste de Referencia (18 laminas de Kato-Katz, Gradiente Salinico ¢ Helmintex®)

Na avaliacdo da reatividade de anticorpos IgG4 anti-SEA comparado ao Teste de
referéncia estabelecido neste estudo, detectou-se 98 amostras positivas para S. mansoni,
com taxa de positividade de 51,9%. E taxa de positividade de 66,2% na avaliacdo da
reatividade de anticorpos IgG4 anti-SWAP (Tabela 13). Observou-se aumento na
sensibilidade do ELISA IgG4 anti-SEA e anti-SWAP, de 73,9% (IC95% 63,8-81,9) e
79,4% (1C95% 70,6-86,1) respectivamente; especificidade de 67,3% (1C95% 57,7-75,7)
e 46,3% (IC95% 37,2-55,7) respectivamente; razdo de verossimilhanga positiva de 2,3
(IC95% 2,3 1C95% 2,1-2,4) e 1,4 (IC95% 1,4-1,5); Kappa de 0,40 (IC95% 0,3-0,6) e
0,25 (IC95% 0,12-0,38). (Tabela 14 ¢ 15).

A avaliacdo da reatividade de IgG4 anti-SEA mostrou a melhor concordancia
diagnostica, dentre todas as imunoglobulinas avaliadas, quando comparada ao Teste de

referéncia estabelecido (Kappa = 0,41; IC95% 0,3-0,6) (Tabela 14).

Tabela 13 - Comparagdo entre os indices de reatividade sorolégica do IgG4 anti-SEA e

anti-SWAP com o Teste de referéncia

Teste de referéncia

Positivo (%) Negativo Total
IgG4 (anti-SEA) Positivo 65 (73,9) 33 (32,7) 98
Negativo 23 (26,1) 68 (67,3) 91
Total 88 101 189
IgG4 (anti-SWAP)  Positivo 81 (79,4) 58 (53,7) 139
Negativo 21 (20,6) 50 (46,3) 71
Total 102 108 210

Teste de Referencia (18 laminas de Kato-Katz, Gradiente Salinico e Helmintex")
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Tabela 14 - Avaliagao do desempenho do diagndstico sorologico de anticorpos IgM e de subclasses de IgG (IgGl, IgG3, IgG4) anti-SEA, em

comparagao com Teste de referéncia.

Sens. (I1C95%)

Espec. (IC95%)

VPP (1C95%)

LR+ (IC95%)

Kappa (IC95%)

IgM
IgG1
IgG3

IgG4

30,0 (21,5-40,1)
61,1 (50,8-70,5)
49,0 (39,5-58,6)

73,9 (63,8-81,9)

83,8 (75,4-89,8)
68,7 (59,0-77,0)
35,8 (27,4-45,1)

67,3 (57,7-75,7)

62,8 (47,9-75,6)
64,0 (53,4-73,3)
41,7 (33,2-50,6)

66,3 (56,5- 74,9)

1,9 (1,4- 2,5)
1,9 (1,8 - 2,1)
1,2 (0,9 - 1,6)

2,3 (2,1 -2.4)

0,14 (0,02-0,26)
0,30 (0,16-0,44)
0,00 (-0,07- 0,02)

0,41 (0,27-0,56)

Sens. Sensibilidade; Esp. Especificidade; VPP: valor prediitvo positivo; LR+: Razéo de verossimilhanga para resultados positivo.
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Tabela 15 - Avaliagdo do desempenho do diagnostico sorologico de anticorpos IgM e de subclasses de IgG (IgG1, 1gG3, 1gG4) anti-SWAP, em

comparag¢do com Teste de referéncia.

Sens. (IC95%)

Espec. (IC95%)

VPP (1C95%)

LR+ (IC95%)

Kappa (IC95%)

IgM
IgG1
IgG3

IgG4

48,5 (39,0-58,1)
62,4 (54,2- 70,0)
59,1 (49,7-68,5)

79,4 (70,6-86,1)

70,6 (61,5-78,4)
81,2 (70,4-88,7)
35,8 (27,4-45,1)

46,3 (37,2-55,7)

60,5 (49,6-70,4)
87,1 (79,2-92,3)
46,2 (37,8-54,7)

58,3 (50,0-66,1)

1,5(1,5—1,8)
3,3(2,8-3,9)
0,9 (0,8 — 1,0)

1,4 (1,4-1,5)

0,19 (0,06-0,33)
0,38 (0,25-0,51)
0,05 (0,01- 0,09)

0,26 (0,13-0,38)

Sens. Sensibilidade; Esp. Especificidade; VPP: valor prediitvo positivo; LR+: Razdo de verossimilhanga para resultados positivo
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O presente estudo avaliou a reatividade de isotipos de IgG (IgG1, IgG3 e IgG4) e IgM
frente ao antigeno de ovo (SEA) e verme adulto de S. mansoni (SWAP) e sua eficicia para
diagnosticar a infec¢ao por este trematddeo numa populacao com baixa carga parasitaria. Para
compararmos os desempenhos da IgM e dos diferentes isotipos de IgG frente ao teste de
referéncia parasitologico estabelecido nesse estudo, avaliou-se a capacidade de deteccdao de
individuos positivos de acordo com a carga parasitaria (< 12 OPG e > 12 OPG), a reatividade
dos individuos negativos na combinagdo de teste parasitologicos e a presenga de reacao
cruzada nos individuos sabidamente infectados por outros helmintos intestinais (Figura 14 e

15)..

IgGl anti-SEA e IgG4 anti-SEA apresentaram um baixo numero de individuos
negativos no teste referéncia e reativos no teste sorologico, 32,5% (28/86) e 33,7% (28/63),
respectivamente. IgG1 anti-SEA indentificou 61,9 %(13/21) e 60,3% (41/68) dos individuos
com carga parasitaria acima de 12 OPG e < 12 OPG respectivamente. Ja o IgG4 anti-SEA
detectou 71,6% (48/67) dos individuos com menos de 12 OPG e 80 % (16/20) com mais de
12 OPG. Avaliando-se a presenca de reatividade cruzada nesses individuos apenas 23%
(3/13) reagiram no teste sorologico IgG1 anti-SEA e 46% (6/13) no IgG4 anti-SEA (Figura
14).

Avaliando o IgGl anti-SWAP identificamos 59,6% dos individuos negativos nos
testes parasitologicos reativos na sorologia. O IgG4 anti-SWAP apresentou um nimero ainda
maior com 67 % dos individuos reativos. Enquanto o IgG1 anti-SWAP conseguiu identificar
73 % (50/68) dos individuos com carga < 12 OPG e 87,5% (28/32) dos individuos com carga
superior a 12 OPG; o IgG4 anti-SWAP detectou 78% individuos com carga superior a 12
OPG e 71 % (49/69) dos individuos com carga extremamente baixa. Quanto a presenca de
reatividade cruzada com outros helmintos intestinais nos ensaios, IgG1 e IgG4 anti-SWAP

apresentaram 57 % (8/14) e 50 % (7/14) de individuos reativos (Figura 15).

Verificou-se que IgGl anti-SWAP e IgG4 anti-SEA foram os isotipos que
apresentaram melhor desempenho na identificagdo dos individuos infectados por S. mansoni
em areas de baixa carga parasitaria. Dentre as imunoglobulinas testadas, a reatividade de IgM
e [gG3 mostraram baixa concordancia com resultados parasitoldgicos. Sendo que, IgM e IgG3
anti-SEA apresentaram diferengas significativas apenas entre os grupos negativos e infectados

por S. mansoni com carga parasitaria < 120PG, enquanto IgM e IgG3 anti-SWAP nao
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apresentaram diferencas estatisticamente significantes entre nenhum dos grupos avaliados

(Figura 14 e 15).
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Figura 14 — Distribuicao dos niveis de reatividade relativa de IgM e isotipos de 1gG (IgGl,

IgG3 e IgGG4) contra antigenos do ovo de S. mansoni (SEA) em individuos residentes de area

endémica com baixa carga parasitria, classificados parasitologicamente como negativos e
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infectados pelo Teste de referéncia. Os pontos representam os valores de densidade optica

(DO). A linha horizontal o ponto de corte para reatividade relativa.
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Figura 15 — Distribuicao dos niveis de reatividade relativa de IgM e isotipos de IgG (IgGl,
IgG3 e IgG4) contra antigenos de verme adulto de S.mansoni (SWAP) em individuos
residentes de area endémica com baixa carga parasitaria, classificados parasitologicamente
como negativos e infectados pelo Teste de referéncia. Os pontos representam os valores de

densidade optica (DO). A linha horizontal o ponto de corte para reatividade relativa.
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8.8. Combinacio dos diferentes metodos de diagnostico para infec¢io por S. mansoni

Como o método KK ¢ a técnica recomendada para o diagndstico da esquistossomose
(WHO, 2002), foi avaliada a combinacao entre os diferentes métodos parasitologicos e testes
soroldgicos avaliados neste estudo. A combinagdo da analise de trés amostras de fezes do
Kato-Katz (AM 1-3 K1-K2) com a IgG4 anti-SEA e a combinagdo IgG4 anti-SEA com o
teste rapido de urina POC-CCA apresentaram maiores sensibilidades (93,1% e 92,8%). A
combinagdo de duas laminas KK de uma amostra fecal (AM1 K1-K2) com Helmintex® ou de
seis laminas de Kato-Katz de trés amostras fecais (AM1-3 K1-K2) com POC-CCA resultou
em 90,0% e 83,0% de sensibilidade respectivamente (Tabela 16). Com objetivo de utilizar
métodos de diagnosticos facilmente aplicdveis e com maior sensibilidade para estudos
epidemioldgicos, a combinacdo dos testes soroldgicos, produziu melhores resultados quando
o numero de ldminas e amostras fecais foi aumentado (Tabela 16).

Tabela 16 — Sensibilidade e especificidade combinada de diferentes testes de diagnostico para

esquistossomose mansoni em individuos com baixa carga parasitaria

Combinacio dos diferentes métodos Sensibilidade Especificidade
combinada de combinada de testes
testes paralelos paralelos (%)

(%)

AMI1 K1-K2 + GRAD 67,6 100

AM 1 K1-K2 + HTX 90,0 100

AM 1 K1-K2 + POC-CCA 79,4 69,3

AM 1 K1-K6 + POC-CCA 84,7 69,3

AM 1-3 K1-K2 + POC-CCA 88,0 69.3

AM 1 K1-K2 + IgGl anti-SWAP 77,8 81,2

AM 1 K1-K2 + IgG4 anti-SEA 84,8 67,3

AM 1 K1-K6 +IgG1 anti-SWAP 83,0 81,2

AM 1 K1-K6 + IgG4 anti-SEA 91,0 67,3

AM 1-3 K1-K2 + IgG1 anti--SWAP 87,0 81,2

AM 1-3 K1-K2 + IgG4 anti-SEA 93,1 67,3

IgG1 anti-SWAP + POC-CCA 86,3 56,2

IgG4 anti-SEA+ POC-CCA 92,8 46,6

IgG1 anti--SWAP + IgG4 anti-SWAP 92,0 54,6
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AM 1 K1-K2, AM 1 K1-K6, AM 1 K1-K12, AM 1 K1-K14: Uma amostra fecal com duas, seis, doze
e quatorze laminas de Kato-Katz, respectivamente; AM 1-3 K1-K2: Trés amostras fecais, sendo que
cada amostra originou duas laminas de Kato-Katz; GRAD: Gradiente Salinico, HTX: Helmintex;

POC-CCA®: teste rapido de urina.

8.9. Modelo Preditivo para avaliacdo do controle de cura

A arvore de decisdo, método CART (Classification and Regression Trees), proposto
para classificagdo dos indices de reatividade de imunoglobulinas IgG1 e IgG4 anti-SEA e
SWAP antes e 12 meses apos tratamento, previamente categorizados e selecionados, criou
uma regra de associacdo desses preditores entre positivos € negativos para infeccdo por S.
mansoni.

Para analise foram considerados como critérios de exclusdo: o diagnostico de qualquer
outro helminto intestinal, auséncia de resultados de exames parasitologicos nos dois tempos
avaliados (TO e TI12 meses pOs-tratamento), auséncia de resultados nas dosagens da
reatividade realtiva das imunoglobulinas nos diferentes tempos avaliados e individuos que
ndo realizaram tratamento. Essa estratégia possibilita estabelecer uma interpretacdo clara e
objetiva dos resultados.

Houve um alto grau de heterogeneidade na direcdo da mudanga de anticorpos
(aumento/ diminuigdo), 12 meses apds o tratamento com praziquantel, nas diferentes
imunogloblulinas avaliadas. Os resultados mostraram uma tendéncia a um aumento do nivel
de reatividade relativa dos anticorpos anti-SEA e anti-SWAP 12 meses ap0s tratamento, nos
grupos NP (negativos no TO e positivos T12) (Figuras 16 a 19). Todos os isotipos de
anticorpos anti- SEA e anti-SWAP mostraram uma tendéncia significativa de diminuig¢do apds
o tratamento com praziquantel nos grupos PN (individuos parasitologicamente postivos no
TO, tratados e negativos T12). Os valores de reatividade relativa nesse grupo (PN) 12 meses
poOs-tratamento foi semelhante ao grupo NN (negativos no TO e que permaneceu negativo

T12) (Figuras 16 a 19).
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Figura 16 — Boxplot com distribuicdo da mediana e intervalo interquartilico dos niveis de

reatividade relativa de IgG1l anti-SEA no TO (baseline) e T12 (12 meses pds-tratamento).
Grupos de divididos por faixa etaria: A (< 10 anos de idade), B (11-21 anos de idade) e C (>21 anos de idade).
Desfechos: NN (individuos negativos nos testes parasitologicos no TO e que permaneceram negativos durante os
12 meses de estudo), NP (negativos no TO e que foram identificados como positivos 12 meses pds-tratamento),
PN (positivos no TO, tratados e que foram identificados como negativos 12 meses pds-tratamento) ¢ PP

(positivos no TO, tratados e que foram identificados como positivos 12 meses pos-tratamento).
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Figura 17 — Boxplot com distribuicdo da mediana e intervalo interquartilico dos niveis de

reatividade relativa de IgG4 anti-SEA no TO (baseline) e T12 (12 meses pds-tratamento).

Grupos de divididos por faixa etaria: A (< 10 anos de idade), B (11-21 anos de idade) e C (>21 anos de idade).

Desfechos: NN (individuos negativos nos testes parasitologicos no TO e que permaneceram negativos durante os

12 meses de estudo), NP (negativos no TO e que foram identificados como positivos 12 meses pds-tratamento),

PN (positivos no TO, tratados e que foram identificados como negativos 12 meses pos-tratamento) e PP

(positivos no TO, tratados e que foram identificados como positivos 12 meses pos-tratamento).
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Figura 18 — Boxplot com distribui¢do da mediana e intervalo interquartilico dos niveis de

reatividade relativa de IgG1 anti-SWAP no TO (baseline) e T12 (12 meses pds-tratamento).
Grupos de divididos por faixa etaria: A (< 10 anos de idade), B (11-21 anos de idade) ¢ C (>21 anos de idade).
Desfechos: NN (individuos negativos nos testes parasitologicos no TO e que permaneceram negativos durante os
12 meses de estudo), NP (negativos no TO e que foram identificados como positivos 12 meses pds-tratamento),
PN (positivos no TO, tratados e que foram identificados como negativos 12 meses pds-tratamento) ¢ PP

(positivos no TO, tratados e que foram identificados como positivos 12 meses pos-tratamento).

Entretanto, a analise identificou a variavel idade como o fator que afeta a diregdo da
mudanga de anticorpos (aumento / diminui¢do) pds-tratamento. Essa diminui¢do observada no
grupo PN (individuos parasitologicamente postivos no TO, tratados e negativos T12), 12
meses pos-tratamento € visualizada apenas nos grupos etarios A (< 10 anos de idade) e B (11-
21 anos de idade) quando avaliada IgG4 anti-SEA (Figura 17) e IgG1 anti-SWAP (Figura 18).
A variavel IgG4 anti-SWAP discrimina melhor todos os desfechos com positividade em TO
ou T12, independente da faixa etaria (Figura 19).

A primeira variavel de inicializa¢do (n6 raiz) foi o status parasitologico de individuo.
A determinacdo do status parasitologico dos individuos foi feita através do teste de referéncia
estabelecido, onde a positividade em um ou mais testes, independente do tipo de teste
parasitologico utilizado, classificaria o individuo como positivo (testes realizados em

paralelo).
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Figura 19 — Boxplot com distribui¢do da mediana ¢ intervalo interquartilico dos niveis de

reatividade relativa de IgG4 anti-SWAP no TO (baseline) e T12 (12 meses pds-tratamento).
Grupos de divididos por faixa etaria: A (< 10 anos de idade), B (11-21 anos de idade) ¢ C (>21 anos de idade).
Desfechos: NN (individuos negativos nos testes parasitologicos no TO e que permaneceram negativos durante os
12 meses de estudo), NP (negativos no TO e que foram identificados como positivos 12 meses pds-tratamento),
PN (positivos no TO, tratados e que foram identificados como negativos 12 meses pds-tratamento) ¢ PP

(positivos no TO, tratados e que foram identificados como positivos 12 meses pos-tratamento).

Dessa forma, a andlise empregando a arvore de decisdo sugere que individuos
inicialmente negativos na combinac¢do de testes parasitologicos, mas que apresentaram niveis
de reatividade de IgG4 anti-SWAP 12 meses poOs-tratamento menor ou igual ao TO sdo
classificadas como ndo infectados. Valores categorizados de niveis de reatividade de 1gG4
anti-SWAP T12 (12 meses pds-tratamento) maiores que TO, detectados em 18 individuos,
indicam decisdo a favor da infec¢do (Figura 20).

A andlise da arvore de decisdo também mostrou que os individuos que apresentam
algum resultado parasitoldgico positivo e 12 meses apds tratamento os niveis de reatividade
de IgG4 anti-SWAP forem menores que na primeira andlise (linha de base) tém elevada
probabilidade de pertencer ao grupo curado e deve permanecer em acompanhamento clinico.
Caso o individuo apresente valores da taxa de reatividade de IgG4 anti-SWAP T12 seja maior
que no TO, a possibilidade de classifica-las como reinfectado ndo deve ser descartada (Figura

20).
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Esse modelo de predi¢do atingiu niveis de acuracia de 75% mostrando-se que a IgG4

anti-SWAP mostrou-se eficiente para predi¢do de cura 12 meses poOs-tratamento independente
da idade.
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Figura 20 — Arvore de classificagio dos indices de reatividade da imunoglobulinas IgG4 anti-

anti- SWAP antes e 12 meses ap0s tratamento, para predi¢cao de monitoramento de cura.

8.10. Avaliacdes do percentual de cura 30 dias apos intervencio terapéutica e das taxas
de reinfeccio nos diferentes tempos de avaliacao (T90 dias, T180 dias e T360 dias apos

intervencao terapéutica)

No monitoramento do percentual de cura 30 dias apds intervengao terapéutica através
da andlise de 24 laminas de Kato-Katz, foi observado que houve uma reducdo dos individuos
infectados. A taxa de cura para esquistossomose obtida 30 dias apos o tratamento foi de
97,2%. O percentual de pendéncia ao tratamento por recusa foi de 4,2%, por contraindicagao

2,5% e por tratamento ineficaz 0,9% (Tabela 17).
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Noventa e 180 dias apds o tratamento, 5,6% (6/108) e 11,1% (15/108) dos individuos
foram positivos para S. mansoni pelos métodos parasitologicos (Kato-Katz, Gradiente
Salinico e Helmintex), respectivamente. Na ultima etapa de avaliagdo, 360 dias apds o
tratamento, dos 108 individuos reexaminados, entre os 118 positivos na primeira avaliagao,

21,3% (23/108) dos individuos apresentaram ovos de S. mansoni nas fezes (Tabela 18).

Tabela 17 - Avaliacdo do percentual de cura, 30 dias ap6s intervengao terapéutica.

Total de individuos
positivos (n=118)

Total de tratados 91,5%, (108/118)
Percentual de Cura 97,2% (105/108)
Tratamento pendente 8,5% (10/118)
Percentual de pendéncia ao tratamento por recusa ou auséncia 4,2% (5/118)
Percentual de pendéncia ao tratamento por contraindicagao 2,5% (3/118)
(gravidez e amamentagao)

Percentual de pendéncia por tratamento ineficaz (vomito) 0,9% (1/118)
Obitos (causas diversas) 0,9% (1/118)

Tabela 18 - Avaliacdo das taxas de reinfeccdo; trés, seis e 12 meses apds intervencao
terapéutica.

Taxas de Reinfeccao Total de individuos
positivos (n=118)
Percentual de reinfeccdo 3 meses pos-tratamento 4,6% (5/108)
Percentual de reinfeccao 6 meses pos-tratamento 13,0% (14/108)
Percentual de reinfeccdo 12 meses pds-tratamento 21,3% (23/108)

Dos 139 individuos negativos na primeira avaliagdo e que permaneceram no estudo 12
meses poOs-tratamento, 129 individuos foram reavaliados, com perda de apenas 10 individuos.
A taxa de incidéncia detectada 12 meses ap6s o inicio do acompanhamento dessa populagao,
considerando no denominador os individuos negativos na primeira avaliacao, foi de 17,8 %,

IC95%11,9 — 25,1 (23/129).
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9. DISCUSSAO

9.1. Consideracoes Gerais

Diante do novo contexto epidemioldgico da esquistossomose no Brasil ¢ o baixo
desempenho do metddo parasitologico padrio estabelecido pela Organizagdo Mundial de
Saude, neste estudo foi estabelecido um Teste de referéncia com objetivo de aproximar da
imagem “real” da infec¢do por S. mansoni em uma area endémica e permitir a padronizagao e
avaliagdo de ferramentas alternativas para o diagnostico de individiuos com baixa carga
parasitaria. Nesses individuos com baixa carga parasitaria ou em areas de baixa endemicidade
a escolha de um tUnico método para diagnostico ndo foi satisfatorio, sendo necessaria a
combinagcdo de varios métodos diagnosticos para que, uma maior porcentagem desses

individuos com menos que 100 OPG fossem identificados.

9.2. Testes Parasitologicos e POC-CCA

A maioria da populagdo da area rural estudada ndo tinha abastecimento de agua e
saneamento basico adequado. O que levou a um alto percentual de individuos com infec¢des
por protozoarios transmitidos atraves da ingestdo de d4gua e alimentos contaminados, enquanto
outras infecgdes intestinais por helmintos eram menos frequentes. Os fatores
socioeconomicos € de condicdes de moradia tém grande importancia na manuten¢do da
infecgdo, sendo que individuos com baixa renda, baixo nivel de escolaridade e que residem
em locais sem agua tratada e saneamento basico sdo mais vulnerdveis a infeccdo tem maior
risco de infec¢do (XIMENES et al., 2003; BETHONY et al., 2004; KLOOS et al., 2008).

A infec¢do por S. mansoni foi inicialmente estimada em 20,4%, apds exame de duas
laminas KK de uma amostra fecal, o que levou a area a ser classificada como risco moderado
de infecgdo (WHO, 2012). A classificacdo dos individuos infectados de acordo com a carga
parasitaria (WHO, 2002) confirmou que dois tercos dos individuos diagnosticados
apresentavam infeccdo leve por S. mansoni e menos de 10% apresentavam alta carga
parasitaria. Depois de avaliar a mesma populacdo utilizando a combinacdo de testes
parasitologicos (Teste de referencia) a prevaléncia subiu para 45,9%, o que representou um
aumento de 2,3 vezes quando comparados com os exames iniciais e indicaram quase metade

da populagdo examinada como infectada. Como revelado por estudos anteriores em areas de
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baixa transmissao de S. mansoni (GONCALVES et al., 2006; ENK et al., 2008; SIQUEIRA
et al., 2011; SIQUEIRA et al., 2015) a prevaléncia de infec¢do por este parasita na area
estudada pode ser subestimada em grande parte quando apenas o método KK padrao foi
usado. A leve infec¢dao por S. mansoni apresentada pela populacdo em estudo, associada a
baixa sensibilidade do método (41,4%) foram apontadas como possiveis explicagdes para a
subestimativa apresentada por essa técnica. Essa subestimativa pode ser ocasionada devido a
dificuldade em detectar individuos com baixa carga parasitdria ou com infecgcdo cronica
(ENGELS et al., 1996; ALARCON- NOYA et al., 2006), ou que foram recentemente
submetidos a tratamento quimioterapico (LAMBERTON et al., 2014), uma vez que todas
ocasionam diminui¢do e intermiténcia da eliminacao de ovos nas fezes.

O aumento do nimero de laminas ou amostras examinadas pelo metodo de KK
aumentou consideravelmente o numero de individuos positivos. No entanto, ¢ importante
ressaltar que mesmo avaliando o desempenho de vérias laminas ou um maior nimero de
amostras pelo método de KK, mais de um ter¢o da populacdo infectada nao foi diagndsticada
por essa técnica. Estudos tém demonstrado que ao aumentar o nimero de amostras ou laminas
analisadas, bem como a combinacao de diferentes métodos, ha um aumento da prevaléncia
quando comparado a avaliagdo de uma unica amostra fecal, a qual tenha originado uma tnica
lamina. Nestes estudos foram relatadas areas endémicas, onde a prevaléncia da
esquistossomose foi estimada em 8%, a partir da analise de uma amostra com uma Unica
lamina e, posteriormente, em 27,2% quando analisadas varias ldminas, oriundas de vérias
amostras e atingindo o valor de 35,8% quando combinado varios métodos de diagnostico
(ENK et a/.,2008). Fato similar foi observado ao aumentar o nimero de amostras, de
individuos com leve ou moderada infec¢do, no qual a prevaléncia, a partir de uma Unica
amostra, elevou de 58,1%, para 76,7% com a andlise de quatro amostras (UTZINGER et al.,
2000). As causas da baixa sensibilidade do diagnostico coproscopico estdo relacionadas em a
baixa oviposicao pelo parasita de cerca 400 ovos/dia, dos quais somente metade ¢ eliminada
nas fezes, e ao hospedeiro que apresenta uma variacdo didria da eliminagcdo dos ovos nas
fezes. Estas limitacdes podem ser compensadas em parte com a utilizagdio de maior
quantidade do material a ser examinado, ou coleta de mais de uma amostra por pessoa, dentro
de pequenos intervalos de tempo. Entretanto, a coleta de varias amostras por pessoa pode
aumentar consideravelmente os custos operacionais e dificultar a logistica nos programas de

controle (TELES et al., 2002, ENK et al., 2008).
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O perfil de prevaléncia de esquistossomose intestinal em diferentes faixas etarias aqui
reveladas corresponde as encontradas em outros estudos (COURA-FILHO et al., 1996;
FLEMING et al., 2006; COLLEY et al., 2014). No entanto, se o método padrdo de duas
laminas de KK for comparado com Teste de referéncia (18 laminas de KK + Gradiente
salinico + Helmintex), identificamos a prevalencia até 4,7 vezes maior nas diferentes faixas
etarias. Nas localidades endémicas para a esquistossomose, a fase da doenga de maior
predominio ¢ a fase cronica, a qual ¢ ocasionada pelas constantes exposi¢des a colecdes
d’agua contaminadas com cercarias. Nessas situacdes, a primo-infec¢do frequentemente
ocorre em torno dos dois anos de idade, sendo que a maior prevaléncia e intensidade de
infeccdo tendem a ocorrer em jovens e adolescentes, as quais geralmente diminuem na idade
adulta (COURA-FILHO et al., 1995; FLEMING et al., 2006; COLLEY et al., 2014). A
elevagdo da prevaléncia até a segunda década de vida também j4 havia sido observada em
diversas outras areas endémicas descritas (FLEMING et al., 2006), o que pode ser devido
tanto a intensidade e ao tipo de contato com &aguas naturais estabelecidos pelos diversos
grupos etarios, quanto a imunidade adquirida com o aumento da idade dos individuos
expostos (KATZ et al., 1978; FLEMING et al., 2006).

Além da técnica KK, os outros testes parasitologicos que compdem o Teste de
referencia deste estudo, incluiram o Gradiente salinico usando 500mg da primeira amostra
fecal (COELHO et al., 2009) e método Helmintex modificado (TEIXEIRA et al., 2007), que
utilizou até 30 gramas de fezes. As comparacdes realizadas, pelo presente estudo, também
permitiram concluir que o método Helmintex® é o método mais efetivo no diagnostico da
esquistossomose, visto que foi dentre os métodos parasitologicos, o que detectou a maior
prevaléncia (39,37%) e uma sensibilidade superior a 80%. Inicialmente, o método Helmintex®
foi descrito como sendo 30 vezes mais sensivel que o método KK padrdo (TEIXEIRA et al.,
2007), principalmente devido a grande quantidade de material fecal examinado, a processos
sucessivos de peneiracao e concentragdo (FAVERO et al., 2017). Um estudo investigando
uma area de baixa transmissao no nordeste do Brasil foi observado uma prevaléncia de 47,1%
por meio do método Helmintex™, 18% Gradiente salinico e 8,7% utilizando Kato-Katz
(PINHEIRO et al., 2012). Corroborando com esses dados, estudos tém demonstrado que ao
aumentar a quantidade da amostra,bem como a combinagdo de diferentes métodos, em areas
de média e baixa endemicidade no Brasil (ENK et al., 2008; SIQUEIRA et al., 2011;
SIQUEIRA et al., 2015), Etiopia (BERHE et a/.,2004) e China (LIN et al., 2008) ou em
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pacientes com leve e moderada infec¢do (UTZINGER et al., 2000), hda um aumento da
prevaléncia quando comparado a avaliagio de uma uUnica amostra fecal, a qual tenha
originado uma ou duas laminas como padrao de diagndstico.

Uma alternativa interessante aos métodos parasitologicos demorados e trabalhosos ¢
a imunocromatografia rapida testes para antigenos circulantes. Portanto, teste rapido de urina
foi incluido neste estudo. O emprego de métodos imunologicos para antigenos circulantes
catodicos (CCA) ou antigenos circulantes anddicos (CAA), provenientes de vermes adultos,
detectam infecg¢des atuais e sdo potencialmente mais sensiveis, do que os parasitoldgicos,
quando utilizados em areas de baixa transmissdo (CESARI et al., 2005; GRENFELL et al.,
2014). Os ensaios para a deteccdo de antigenos tem se mostrado estratégias complementares
promissoras para diagndstico da esquistossomose mansoni. Neste estudo, foi avaliada o
desempenho do teste rapido POC-CCA®™ para uma area de baixa carga parasitaria. Alguns
estudos demonstram que a concentragdo de CCA ¢ acentuadamente reduzida em,
aproximadamente, uma semana apos o uso de quimioterapicos (VAN'T WOUT et al., 1992;
VAN LIESHOUT et al., 1993), o que permite a detec¢do apenas dos individuos com infec¢ao
ativa. A andlise de contetidos urinérios, submetidos ao teste rdpido de urina (POC-CCA),
dotado de anticorpos monoclonais, tém registrado uma satisfatoria captura do antigeno em
diferentes regides da Africa e Asia (COLLEY et al., 2006; STOTHARD et al., 2009;
TCHUEM TCHUENTE et al., 2012; CAI et al., 2014) e existem iniciativas que favorecem
esse teste para rastreamento € mapeamento da esquistossomose intestinal e melhoram o
controle da transmissdo e eliminagdo da esquistossomose (HAWKINS et al., 2016; TCHUEM
TCHUENTE et al., 2017). Entretanto, a situagdo epidemioldgica da esquistossomose
intestinal na maioria das areas do Brasil ¢ diferente do encontrado em muitos ambientes
endémicos em outros paises tropicais. Provavelmente porque, o pais tem um Programa
Nacional de Controle da Esquistossomose desde a década de 1970, com intervalos regulares
de diagndstico e tratamento das populagdes.

O POC-CCA® mostrou uma sensibilidade de aproximadamente 65%, superior a
obtida com o método do gradiente salinico, comparavel aos resultados obtidos com a variante
KK, usando seis laminas KK de trés amostras fecais, e inferior a sensibilidade encontrada
com Helmintex®, quando os critérios de avaliacdo foram utilizados conforme indicado pelo

fabricante, ou seja, se "Traco' for considerado um resultado positivo. Um resultado semelhante
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para a sensibilidade do POC-CCA® e comparacio com o desempenho de esfregagos KK
multiplos foram obtidos em uma 4rea endémica na Africa (LAMBERTON et al., 2014).
Quando os individuos positivos foram classificados de acordo com a carga
parasitaria, os testes parasitologicos eo POC-CCA® detectaram prontamente individuos com
infeccdes pesadas ou moderadas. Por outro lado, todos os testes (parasitologicos e POC-
CCA"™) mostraram sensibilidades reduzidas quando individuos com uma carga parasitaria
baixa (99-12 OPG) ou muito baixa (menos de 12 OPG) tiveram que ser detectados.
Especialmente no caso de individuos com carga parasitaria extremamente baixa, a técnica
KK, de tres amostras de fezes consecutiva, detectou apenas 40% dos individuos infectados.
No caso dos individuos com carga parasitaria muito baixa, os métodos POC-CCA® e
Helmintex® apresentaram o melhor desempenho com sensibilidades superiores a 50 ¢ 84%,
respectivamente. Os resultados encontrados neste trabalho sugerem que o teste POC-CCA® ¢
mais sensivel do que a técnica Kato-Katz seis laminas/amostra na detec¢@o de individuos com
baixa carga. Estes resultados também apoiam as conclusdes de outros estudos que
compararam o desempenho do teste POC-CCA® com a da técnica de Kato-Katz usando duas
(STANDLEY et al.,2010), quatro (COULIBALY et al., 2013), seis (COLLEY et al., 2013;
ERKO et al., 2013; ADRIKO et al., 2014; LAMBERTON et al., 2014) e doze laminas de
Kato-Katz (SIQUEIRA et al., 2016).
Além de maior sensibilidade, o POC-CCA®™ apresenta algumas vantagens adicionais
em relacdo as técnicas parasitologicas. Estas incluem a sua facilidade de uso e operagdo, a
estabilidade a altas temperaturas, e curto espaco de tempo para realizagdo do teste, bem como
o fato de que ele funciona em amostras de urina e mais faceis de obter. No entanto, houve
baixa concordéncia do teste rapido de urina (POC-CCA®) com o padrio de referéncia, pois
encontramos 30 e 35% de resultados falso-positivos e falso-negativos, respectivamente. Essa
baixa concordancia para o teste rapido de urina ndo foi observada em outros estudos em que
esforcos parasitologicos para deteccdo de ovos nas fezes era muito menos rigorosa
(COULIBALY et al., 2013; SILVEIRA et al., 2016). Estudos relatam a presenca de
individuos falso-negativos no POC-CCA que podem ter sido ocasionados pela quantidade
irregular de antigeno CCA regurgitada por vermes adultos e juvenis excretada diariamente e;
apos a realizagdo de tratamentos quimioterapicos, os ovos de S. mansoni poderem continuar a
ser expelidos, pelo hospedeiro, mesmo apos a eliminagdo dos vermes adultos (STOTHARD et

al., 2009; STANDLEY et al., 2010). Em relagdo aos individuos diagnosticados como
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positivos, somente pelo teste rapido de urina (“falsos positivos”), podem ser explicados pela
presenca de vermes adultos ainda em periodo pré-patente ou porque havia um pequeno
numero de fémeas gravidas, as quais produziram uma quantidade de ovos abaixo do limiar de
deteccao por meio dos métodos parasitologicos (ENGELS et al., 1996; RABELO et al., 1997,
BERHE et al., 2004; STOTHARD et al., 2009).

Estudos anteriores relataram reatividade cruzada entre esquistossomos e outros
helmintos intestinais ou outras condi¢des clinicas que podem levar a um resultado falso
positivo do POC-CCA® (VAM DAM et al., 1996; COELHO et al., 2016) Coelho et al. (2016)
avaliou a presenca de reagdes cruzadas no POC-CCA por meio da andlise de urina de
pacientes positivos para outros helmintos e identificaram leituras de rastreamento (Trago) em
individuos positivos para ancilostomideos, H. nana, E. vermicularis ¢ A. lumbricoides.
Entretanto, Silveira e colaboradores (2016) relatam que a presenca ou auséncia de
protozodrios intestinais nio influencia no resultado do POC-CCA® . No entanto, ndo houve
correlacdo com nenhum protozoario intestinal ou infeccdo por helminto com um 'traco' ou
resultado positivo do POC-CCA® neste trabalho.

O teste POC-CCA® requer interpretacio visual e a detecgio do trago depende muito da
acuidade visual do avaliador para a determinagdo do ponto de corte para diagndstico, como
observado em estudos anteriores (VAN DAM et al., 2004; SILVEIRA et al., 2016). Pode-se
observar que para infecgdes mais intensas, iguais ou maiores que 400 OPG, o POC-CCA" nio
apresentou dificuldade em identificar os verdadeiramente infectados, e apesar da correlagao
positiva significativa entre os escores POC-CCA® e a intensidade de infecgio (OPG), o teste
apresentou discordancia na identifica¢do das infec¢des leves (Trago), o que pode explicar o
baixo indice de concordancia (Kappa) encontrado neste trabalho. Essa associacdo entre o
escore da reagdo no POC-CCA e a intensidade de infec¢@o ja foram comprovadas em alguns
trabalhos (STOTHARD et al., 2009; STANDLEY et al., 2010; COULIBALY et al., 2011;
ERKO et al., 2013; ADRIKO et al., 2014). Se o 'traco' ndo for considerado positivo, entdo o a
especificidade do teste aumenta para mais de 98%, mas a sensibilidade diminui para menos de
27%, que consideramos insuficientes para uma triagem por esse método. Em um estudo
recente, o desempenho do POC-CCA® foi comparado apenas ao teste KK com duas laminas
de uma amostra fecal, conforme recomendado pela OMS e sem mais testes parasitologicos
extensos. O teste rapido de urina apresentava uma porcentagem consideravel de resultados

falso-positivos e isso ocorreu mesmo em individuos de uma area considerada ndo endémica
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para esquistossomose. Além disso, 14% foram classificados como negativos pelo teste de
urina, mas estes provaram ser positivos durante os exames parasitologicos (SILVEIRA et al.,
2016). Para melhorar o desempenho do teste POC-CCA® e elucidar a situacio dos individuos
que foram testados como '"Trago', Coelho e colaboradores (2016) concentrou a amostra de
urina por liofilizagdo, o que melhorou significativamente a concordancia do teste em
individuos com baixa carga parasitaria.

Peralta e colaboradores (2018) ressalta que existem evidéncias que mostram ocorre
diminuicio da precisio do teste POC-CCA® no diagndstico da esquistossomose em 4reas que
se predomina uma baixa carga parasitaria e que resultados conflitantes, principalmente
relacionados a reatividade vestigial ou trago ndo permitem decisdes como a substitui¢do do
testes parasitologico de referéncia pelo POC-CCA®.

Viana e colaboradores (2019) verificaram uma grande variabilidade diagnoéstica
entre diferentes lotes do POC-CCA® em relagdo aos resultados obtidos com KK. Além disso,
houve pouca concordéncia entre os resultados de KK ¢ POC-CCA® em alguns lotes do teste
rapido, o que sugere a necessidade da verificagdo do desempenho do teste em relagdo ao
controle de qualidade do POC-CCA®, especialmente devido ao alto custo e a crescente
dependéncia desse novo método de diagnostico, a medida que os programas de controle

avangam em dire¢do a um objetivo de eliminagao.

9.3. RT- PCR comparado ao parasitologico e POC-CCA®

Por acreditar que em 4areas de baixa endemicidade ou baixa carga parasitaria, os testes
moleculares e a sorologia devem ser incluidas como procedimentos de diagnéstico adicionais,
ambos foram avaliados e comparados com o Teste de referéncia estabelecido. No presente
estudo, demonstramos que o teste de PCR comparado ao teste referéncia mostrou alta
sensibilidade para identificar esquistossomose e boa concordancia com rigoroso padrao de
referéncia parasitologico. Além disso, o PCR apresentou melhor desempenho na identificagao
de casos com carga parasitaria baixa (<100 OPG) e muito baixa (<12 OPG), quando
comparado ao POC-CCA® (50,8%; 34/67).

Estudos anteriores demonstraram que testes moleculares mostraram alta

sensibilidade e especificidade para a detec¢do de S. mansoni e S. haematobium (PONTES et
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al., 2003; TEN HOVE et al., 2008; ALLAN et al., 2009; GOMES et al., 2009) e de
individuos infectados com S. japonicum (LIER et al., 2006; LIER et al., 2009). Ten Hove et
al. (2008) detectou 100% de sensibilidade da PCR para deteccao de S. mansoni em individuos
apresentando carga parasitaria maior que 100 OPG utilizando amostras de fezes, ¢ uma
associacdo significante foi demonstrada entre excre¢do de ovos e o valor de Ct (Cycle
threshold ou ciclo limite), representando a quantidade de DNA do parasito nas fezes. Em um
estudo utilizando RT-PCR(PCR em tempo real), foram observadas taxas de positividade 12
vezes maiores que as técnicas parasitologicas KK e HPJ (ESPIRITO-SANTO et al., 2014).

Quando o desempenho do POC-CCA® foi comparado com o PCR como referéncia, o
teste rapido de urina também apresentou baixa sensibilidade (64,8%) e especificidade (72,7%)
e baixa concordancia entre os métodos (k = 0,37). Em um estudo desenvolvido na Zambia
para comparacdo de trés metodos de diagndstico para S. mansoni, mostrou que a detec¢ao por
PCR do DNA especifico na urina mostrou uma prevaléncia de 89%, enquanto a técnica de
Kato-Katz detectou 51% e o teste CCA detectou 60% das infec¢des (LODH et al, 2013).

Na andlise de discordancia entre os 22 individuos detectados no PCR e ndo
identificados pelo Teste de referéncia, duas hipoteses devem ser consideradas. Primeiro, a alta
sensibilidade do ensaio de PCR em identificar individuos com baixa carga parasitaria. Alguns
estudos mostraram maior sensibilidade da PCR convencional quando comparados aos exames
parasitologicos de rotina (RABELLO et al., 2002; PONTES et al., 2003). No estudo realizado
por Rabelo et al. (2002), 16 dos 194 participantes apresentaram PCR convencional positivo,
mas ndo apresentaram ovos nas fezes, enquanto dois participantes positivos pelo método KK
foram negativos pelo PCR. A alta sensibilidade dos métodos moleculares foi capaz de
detectar amostras fecais positivas contendo 2,4 ovos por grama de fezes, o que a torna 10
vezes mais sensivel que o exame de Kato-Katz (PONTES et al., 2003). Além disso, um
estudo realizado por Allam et al. (2009) mostrou alta sensibilidade do método que detectou
23% de casos positivos entre amostras negativas para S. mansoni, usando a técnica KK de
individuos que vivem em uma 4rea de baixa endemicidade. A detec¢do de DNA para formas
imaturas, como esquistossomos e vermes adultos jovens, pode ajudar no diagnostico de
infeccdo no periodo pré-patente, quando os ovos ainda ndo foram produzidos
(CAVALCANTI et al., 2017). Hussein et al. (2012) identificou DNA do parasita no soro de
camundongos com trés dias de infeccao. Os testes moleculares tem demonstrado capacidade

de amplificar quantidades minimas de DNA do ovo do parasita (ESPIRITO-SANTO et al.,
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2014) e sensibilidade analitica para deteccdo de DNA do parasita em amostras fecais
contendo 2,4 ovos por grama de fezes (PONTES ef al., 2003) até 0,2 ovos por grama de fezes
(CNOPS et al., 2012).

A prevaléncia de RT-PCR foi superior ao observado no Teste de referéncia, nos
extremos da faixa etaria, criancas menores de 10 anos e individuos acima de 60 anos,
apresentaram prevaléncia de 50 e 53,3%, respectivamente. Nos diferentes grupos avaliados, a
maior prevaléncia observada no grupo de individuos de 11 a 21 anos, com 56,8%. Resultados
semelhantes foram encontrados usando o digital droplet PCR (F-ddPCR) para identificar S.
Jjaponicum, com a maior faixa etarios sendo adultos jovens (11 a 21 anos) (CAI et al., 2019).
Um estudo realizado no Brasil, Estado de Minas Gerais (municipio de Piau e Coronel
Pacheco), relatou que individuos com idades entre 25 ¢ 39 e 40 e 59 anos foram mais
frequentemente positivos usando PCR convencional (CARVALHO et al., 2012). Esses
autores relataram a maior prevaléncia de S. mansoni em adultos jovens, associada
principalmente ao trabalho agricola e a passagem obrigatoria por colegdes de agua, seguida de

atividades recreativas em rios e cOrregos.

9.4. Nivel de reatividade de imunoglobulinas IgM e subclasses de I1gG (IgG1, IgG3 e

IgG4) comparado ao Teste de Referéncia

As infecgOes esquistossomoticas sdo muito imunogénicas, o que favorece a detec¢ao
de antigenos, anticorpos e células imunorreativas no sangue periférico dos individuos
infectados (DOENHOFF et al., 2004; SMITH et al., 2012). Em areas de baixa endemicidade
ou individuos eliminando menos de 100 ovos por gramas de fezes, tém-se adotado a sorologia
como método de diagnostico nos programas de controle para compensar as possiveis falhas
dos métodos parasitologicos (ALARCON DE NOYA et al.,1992).

Embora essa aplicagdo seja limitada ao diagndstico clinico individual, o ELISA tem
sido utilizado em estudos epidemioldgicos e andlises de prevaléncia (OLIVEIRA et al., 2005;
NOYA et la., 2007; WANG et al., 2012) e em programas de controle da esquistossomose em
paises como China (ZHU et al., 2005) e Venezuela (ALARCON DE NOYA et al., 2006;
ALARCON DE NOYA et al., 2007). No Brasil, vérias técnicas foram testadas em areas
consideradas de baixa endemicidade, incluindo Sao Paulo e Rio de Janeiro (KANAMURA et
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al., 1998a; KANAMURA et al., 1998b; TELES et al., 2002; ZACHARIAS et al., 2002;
OLIVEIRA et al., 2003).

ESPIRITO-SANTO e colaboradores (2014) relataram uma maior sensibilidade e
especificidade das técnicas ELISA (100 e 97%, respectivamente) comparada as técnicas
parasitologicas KK e HPJ. Outros estudos mostraram grandes variagdes na sensibilidade e
especificidade da técnica ELISA, e isso pode ser exlicado por varios fatores como: a sele¢ao
do teste de referencia (ALARCON DE NOYA et al., 1992; GRENFELL et al., 2013);
intensidade e prevaléncia da infeccdo (ZHOU et al., 2007) e o uso de diferentes
antigenos(GRENFELL et al., 2013). Para fazer uma avaliagdo abrangente e precisa do valor
diagnodstico de um teste imunodiagndstico, todos os fatores que podem potencialmente
influenciar esses resultados devem ser considerados. Por isso neste estudo, considerando uma
baixa carga parasitaria da populagdo avaliada, utilizou uma combinacdo de testes
parasitologicos para determinacdo do teste de referéncia e comparacdo e validacdo do teste
sorologico. Além disso,este trabalho avaliou o desempenho de forma independentedos
diferentes isotipos de IgG frente a antigenos do ovo e verme adulto.

A concordancia diagnodstica da sorologia em comparacdo com teste referéncia neste
trabalho apresentou-se baixa na maioria das imunoglobulinas avaliadas, variando de kappa
0,26 a 0,41. As melhores concordancias foram obtidas na avaliagao de IgG4 anti-SEA (kappa
0,41) e IgG1 anti-SWAP (kappa 0,38). Grenfell et al. (2013) avaliou o teste ELISA IgG anti-
SEA e SWAP em comparacdo com 18 laminas de Kato-Katz; e obteve resultados de
sensibilidade e a especificidade proximas a 90% e indice Kappa de 0,85 para IgG anti-SWAP.
A andlise do ELISA-SEA apresentou sensiblidade de 85% e especificidade de 80% e revelou
concordancia moderada (Kappa de 0,75). Essa diferenca observada entre os trabalhos deve-se
principalmente ao teste de referéncia estabelecida para comparagdo em cada um, uma teste
mais rigoroso com a combinagdo de varios testes parasitologicos em comparacdo com 18
laminas de Kato-Katz levou uma diminuicao da concordancia entre eles.

A alta soropositividade observada nos isotipos de IgG podem refletir a presenga de
individuos expostos a cargas muito baixas do parasita, infec¢des unissexuais ou no periodo
pré-patente de infeccdo (ENGELS et al., 1996; YE et al., 1998) ou a individuos tratados e
curados que continuam reativos apos eliminacao do parasita (de VLAS e GRYSEELS, 1992;
ESPIRITO-SANTO et al., 2014). Dentre as imunoglobulinas testadas a IgG4 anti-SEA e
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IgG1 anti-SWAP foram as que conseguiu identificar um maior numero de individuos com
carga parasitaria <120PG ou >120PG, 80 e 71 % respectivamente.

A identificacdo de individuos ndo excretores de ovos e soreativos podem sugerir a
presenca de reagdo cruzada com outros helmintos (CORREA-OLIVEIRA et al., 1988;
OLIVEIRA et al., 2003; KANAMURAet al., 1998b, CAVALCANTI et al., 2013). Nesse
estudo, um pequeno numero de individuos estavam infectados com outros helmintos (na
grande maioria ancilostomideos) ¢ a IgGl anti-SEA, dentre os métodos imunologicos
empregados, foi que apresentou menor reacdo cruzada entre essas duas espécies de
helmintos. Grenfell et al. (2013) detectaram a presenca de reagdo cruzada como
ancilostomideos, 7. trichiura e E.vermicularis, em nove individuos sororeativos no teste
IgG anti-SWAP.

Oliveira et al., (2003) utilizaram a dosagem de IgM através do ELISA como método
para deteccdo de anticorpos contra antigenos de verme adulto de S. mansoni e obtiveram 98%
de sensibilidade quando comparado ao método Kato-Katz e 97% de especificidade quando
comparado aos individuos saudaveis e portadores de outras helmintoses, demonstrando ainda
uma eficacia de 97,8% em pacientes com carga parasitaria baixa. Os resultados desses autores
divergem dos obtidos no presente estudo ja que o SWAP IgM apresentou uma baixa
sensibilidade e especificidade, ndo sendo capaz de discriminar nem os pacientes
esquistossomaticos dos ndo esquistossomoticos.

A diferenca de reatividade entre as imunoglobulinas IgM e isotipos IgG1 e IgG4 pode
ser explicada pelo fato de os anticorpos IgM reconhecerem antigenos polissacaridicos,
enquanto os anticorpos IgG reconhecem antigenos protéicos (DEELDERet al., 1980).

Devido a alta sensibilidade do ELISA e, consequentemente, a menor frequéncia de
resultados falso-negativos, os testes soroldgicos podem ser Uteis para rastrear populagdes e
sua combinag¢do com métodos parasitologicos reduz o consumo de tempo durante o trabalho
de campo. Entretanto a utilizagao de testes sorologicos individuais pode levar a um excesso
de tratamento significativo (SILVA — MORAES et al, 2018). Devido 4 baixa especificidade e
presenca de resultados falso-positivos € necessario a confirmagdo subsequente por métodos
altamente especificos baseados na detecgiio do ovo, como Helmintex”™ ou PCR.

As estratégias de deteccdo de anticorpos proporcionaram um progresso significativo
no campo do diagnostico, mas essas estratégias ainda possuem aplicabilidade limitada na

diferenciag¢do entre infec¢do ativa e infeccdo passada e na determinagdo da intensidade da
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infec¢do ¢ do sucesso do tratamento (DOENHOFF et al., 2004; GRENFELL et al., 2012;
SILVA-MORAES et al., 2019). Neste contexto foi proposto o desenvolvimento de modelos
preditivos utilizando métodos soroldgicos para avaliagdo do controle de cura na
esquistossomose, 12 meses apos tratamento, auxiliando dessa forma a tomada de decisao
diagndstica de pacientes suspeitos de terem a doenga.

A subclasse 1gG4 anti-SWAP, dentre todas as subclasses de IgG anti-SEA e anti-
SWAP analisadas, foi a que discrimina melhor os desfechos com positividade nos diferentes
tempos de avaliagcdo, independente da faixa etdria. Semelhante ao encontrado nesse estudo,
Boctor et al. (1990) observou uma diminui¢do nas concentragdes em todas as subclasses de
IgG até 12 semanas pds-tratamento, com maior diminui¢ao no caso de IgG4 anti-SWAP pos-
tratamento.

Fukushige et al. (2019) realizaram uma revisdo sistematica para identificar os
preditores que influenciam a direcdo da mudanga nos niveis anticorpo especificos para o S.
mansoni ap6s o tratamento com praziquantel em humanos, demonstrado que a dire¢do da
mudanga dos anticorpos ap6s a quimioterapia ¢ altamente variavel nas diferentes populagoes .
Estudos demonstram que anticorpos contra antigenos de vermes adultos (SWAP) aumentam
0s niveis apoOs o tratamento na maioria dos estudos (HUSSEIN et al., 1996; NAUSS et al.,
1998; JOSEPH et al., 2004, VEREECKEN et al., 2007). Alguns trabalhos mostram uma
diminui¢do nos niveis de anticorpos anti-SWAP logo apds tratamento especifico enquanto
outros mostram a persisténcia de altos niveis de anticorpos até 18 meses (GAZZINELLI et
al., 1985). Por outro lado, estudos de isotipos de anticorpos anti-SEA mostraram uma
tendéncia a diminuicdo (ROBERTS et al., 1987; ABEBE et al., 2001). Esses resultados
diferem dos encontrados nesse trabalho, na qual a IgG4 anti-SWAP apresentou diminuigao
dos niveis de reatividade 12 meses poés-tratamento, cabe ressaltar que na maioria dos
trabalhos, o tempo de avaliagdo pds-tratamento foi muito menor (variando de 20 a 180 dias)
no que 12 meses pds-tratamento, o que pode ter influenciado nos resultados obtidos.

Estudos de campo de imunologia relataram que o tratamento com praziquantel pode
melhorar o desenvolvimento de imunidade protetora do hospedeiro contra futuras reinfec¢des
(ZHANG et al., 1997; VEREECKEN et al., 2007). Existem varios anticorpos especificos para
esquistossomos cuja associacdo com a protecdo para esquistossomose foi relatada,
principalmente IgE e IgA especificas sdo comumente associadas a proteg¢do contra reinfec¢ao

apos o tratamento com praziquantel em humanos (VEREECKEN et al., 2007, COLLEY et
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al., 2014). Estudos populacionais longitudinais demonstraram a associagdo de IgG4 anti-SEA
e anti-SWAP com suscetibilidade humana a reinfec¢do apods tratamento em areas endémicas
(HAGAN et al., 1991; GROGAN et al., 1997; OLIVEIRA et al., 2012). A 1gG4 tem sido
sugerida como um possivel anticorpo de , que inibe a acdo da IgE protetora nas infecgdes por

S. haematobium e S. mansoni (DEMEURE et al, 1998; COLLEY et al., 2014).

9.5. Reinfeccio e controle de cura

O aumento do numero de individuos positivos a partir do terceiro més apds a
administracdo do tratamento pode ser explicado por duas razdes: falha terapéutica (fémeas
sobreviventes que cessaram temporariamente a ovoposi¢ao sobre efeito do medicamento ¢ a
retomaram posteriormente); ou devido as reinfeccdes a que estdo expostos os individuos
residentes na area endémica. Provavelmente aqueles individuos que foram positivos para S.
mansoni, foram tratados e se reinfectaram voltando a excretar ovos nas etapas de avaliagdo
aos 90 ou 180 dias ap6s tratamento.

A utilizagdo do praziquantel como estratégia de controle em 4reas endémicas
apresenta duas vantagens: diminui a morbidade causada pela doenga no ser humano e também
reduz o nimero de ovos eliminados para o ambiente. Contudo o praziquantel tem uma
limitagdo importante, o fato de ndo prevenir a reinfe¢io (WANG et al., 2012). E conhecida
também a baixa eficacia deste firmaco contra as formas imaturas do parasita (DOENHOFF et
al., 2008). Contudo considera-se que este farmaco apresenta taxas de cura elevadas,
normalmente acima dos 60% em areas endémicas (MELMAN et al., 2009).

O tratamento periddico com PZQ, direcionado para populagdes em risco, tem sido a
estratégia de controle da OMS para combater a esquistossomose (WHO, 2013), assim o
tratamento desta parasitose depende quase totalmente do praziquantel, tornando-se importante
explorar as formas com que possivelmente a resisténcia a este medicamento se desenvolve e
quais os seus efeitos no hospedeiro definitivo. Estudos experimentais demonstram que em
modelos animais, infetados por S. mansoni, a administragdo de doses multiplas doses
subcurativas tornam o parasita cada vez menos suscetiveis ao farmaco e até resistente apos
alguns ciclos (FALLON et al., 1994; LIANG et al., 2001). Entretanto ja foram relatadas

areas endémicas para esquistossomose, onde se tem verificado uma diminui¢cdo acentuada da
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suscetibilidade ao praziquantel, como ¢ o caso do Senegal (FALLON et al., 1995), e Quénia
(MELMAN et al., 2009).

Os dados de monitoramento de cura e reinfec¢do nos diferentes tempos de avaliagao
reforcam que a eficiéncia do controle da esquistossomose nao depende somente do
diagnostico e tratamento dos individuos infectados, mas também de agdes conjuntas de
controle com medidas sanitdrias e de higiene, manutencdo e controle do hospedeiro

intermediario, ¢ disseminag¢ao da informag¢ao e educagao sobre a doenga.

9.6. Limitacoes do estudo

Em estudos epidemioldgicos, um dos principais aspectos a serem observados sdo os
vicios (bias) definidos como erros sistematicos introduzidos em qualquer uma das etapas de
estudo (delineamento, condugdo ou analise) que tendem a produzir resultados que se afastam
sistematicamente dos verdadeiros (GORDIS, 2009; SZKLO e NIETO, 2014). O viés de
informacao pode ter ocorrido devido a utilizagdo de questionarios como instrumento de coleta
de dados. Algumas informagdes prestadas dependem da memoria do entrevistado (viés de
memoria) e da importancia que o mesmo confere ao assunto relatado.

Outro ponto importante que deve ser ressaltado ¢ a avaliacdo de perdas, ja que o
objetivo do estudo foi o seguimento dos individuos (coorte) positivos apos um ano de
tratamento. As perdas ndo foram significativas no decorrer da coorte e a diferenga do niimero
de amostras analisadas em cada teste foi levada em consideragdo para calcular a taxa de
prevaléncia e desempenho por teste.

Algumas limitagdes inerentes a cada teste de diagndstico avaliados neste estudo
devem ser mencionadas. De maneira geral, estudos que avaliam o desempenho das variagdes
utilizadas no Kato-Katz, indicam que um maior nimero de amostras ou ldminas examinadas
aumenta a sensibilidade da técnica, que ¢ de importante em areas de baixa endemicidade.
Entretanto essa abordagem limita as vantagens operacionais desse método, pois € necessario
um trabalho de campo de larga escala (GOMES et al., 2009). No entanto a simplicidade e
independéncia da infraestrutura dessa técnica ainda continuam sendo uma vantagem
consideravel. A adi¢ao de multiplos métodos parasitoldgicos para analisar uma inica amostra
demonstrou vantagens na deteccdo de individuos de baixa carga parasitaria. O Gradiente

Salinico ¢ uma tecnica simples que utiliza 1 g de fezes de uma Unica amostra sendo um
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protocolo de baixo custo e com desempenho semelhante a 24 laminas de Kato Katz. Além
disso,apresenta como vantagem a realizagdo do teste em varias amostras simultaneamente,
com um dispositivo que possui 12 colunas de separacao(COELHO et al., 2009; SILVA-
MORAES et al, 2018). Ja o Helmintex® embora tenha sido o teste parasitolégico com maior
sensibilidade neste estudo, sua aplicabilidade para triagem em larga escala no campo
permanece uma desvantagem. A exigéncia de grande quantidade de amostra e processos
demorados de peneiragdo e sedimentacao (aproximadamente 3 h) o tornam complexo e
oneroso para levantamentos epidemiologicos (TEIXEIRA et al, 2007, LINDHOLZ et al,
2018). Algumas adaptacdes foram dedicadas a aplicagdo do Helmintex® em aplicagdes de
campo, essas adaptacdes envolvem a adi¢ao de detergente durante as etapas de concentragao e
também a coloracdo do sedimento final antes da avaliacdo microscopica (FAVERO et al.,
2016). Embora o uso do Helmintex® como método de diagndstico de rotina para a
esquistossomose ainda precise de otimizagdo, alguns trabalhos sugerem seu uso como método
de referéncia para o desempenho comparativo (FAVERO et al., 2016; LINDHOLZ et al,
2018; SILVA-MORAES et al, 2018).

Como as amostras de fezes para RT-PCR foram coletadas em um Unico dia (primeira
amostra de fezes), o desempenho do teste RT-PCR pode ser melhorado se a coleta de
amostras fecais for realizada em dois ou trés dias consecutivos, isso reduziria a variagdo na
producao de ovos em individuos infectados. No entanto, isso nao foi feito no presente estudo,
principalmente devido ao alto custo do teste € ao nimero de individuos examinados. Além
disso, a escolha de um teste molecular para diagnosticar a infeccdo por Schistosoma em
ambientes endémicos dependera de diferentes fatores, principalmente a infraestrutura
disponivel e a relacdo custo-beneficio (RABELLO et al., 2008).

A detec¢do de antigenos e/ou anticorpos tem sido usada como uma alternativa no
diagnostico da esquistossoomose em areas de baixa carga parasitaria. Para alcancar a maxima
sensibilidade e especificidade e indicar alternativas para os programas de controle da
esquistossomose, tentamos combinar o0 método KK padrao e as diferentes modificagdes dessa
técnica com os outros métodos parasitologicos, POC-CCA" e sorologia. Com o aumento do
nimero de ldminas ou amostras no KK em combinac¢do com os testes soroldgicos, ocorreu um
aumento da sensibilidade combinada. A melhor combinagdo testada foi do metodo KK (seis
laminas preparadas a partir de trés amostras fecais) que alcangou uma sensibilidade de 88, 87

e 93% quando combinado com os métodos POC-CCA®, IgG1 anti-SWAP e IgG4 anti-SEA,
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respectivamente. Quando avaliamos a combinagdo de dois testes soroldgicos, ocorre um
aumento na sensibilidade combinada, mas uma perda expressiva na especificidade, isso pode
ser verificado na combinacdo das IgG1 anti-SWAP + POC-CCA® e da IgG4 anti-SEA+POC-
CCA®, com sensibilidade combinada de 86,3 ¢ 92,8% e especificidade de 56,2 ¢ 46,6%. Se
algum desses cendrios ¢ aplicavel a programas nacionais de controle em larga escala devem
ser cuidadosamente avaliados, considerando aspectos logisticos e econdmicos. Os programas
de controle baseados em tratamento em todo o mundo t€ém sido bem-sucedidos na reducgao da
intensidade de infec¢ao e do numero de pessoas com esquistossomose grave. Por outro lado, a
transmissdo permanece ativa em areas endémicas, e morbidades sutis, mas persistentes sao
frequentemente encontrados em pessoas com reinfecgdes com baixa carga parasitaria
(CAVALCANTI et al., 2013). A combinagdo de métodos deve ser implementada, visando um
aumento da sensiblidade e deteccdo de um numero maior de individuos positivos,
principalmente individuos com baixa carga parasitaria, uma vez que os programas de controle
da esquistossomose em diferentes regides do mundo estdo passando do controle de morbidade

para o controle e eliminacdo da transmissdo (BERGQUIST et al., 2017).

10. CONCLUSOES

A técnica Kato- Katz apresentou melhor desempenho quando realizada a coleta de trés
amostras consecutivas (AM1-3 K1-K2), com sensibilidade de 66,7(IC95% 57,3-74,9) e

mesmo assim foi capaz de detectar apenas dois tergos dos individuos infectados.

Dentre as técnicas parasitologicas, o Helmintex® apresentou melhor desempenho com

sensibilidade de 83,8 (IC95% 55,6-73,1) e kappa de 0,84 (IC95% 0,71-0,97).

O Teste rapido de Urina (POC-CCA®) apesar da alta sensibilidade apresentou uma baixa

concordancia diagndstica em relagdo ao Teste de referéncia estabelecido.

A técnica de biologia molecular, RT-PCR, mostrou-se como uma alternativa viavel,

principalmente para o diagndstico da doenca em individuos com baixa carga parasitaria,
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apresentando alta sensibilidade e alta concordancia diagnostica em relacdo ao Teste de

referéncia estabelecido.

Verificou-se que IgGl anti-SWAP e IgG4 anti-SEA foram as imunoglobulinas que
apresentaram melhor desempenho dentre os isotipos avaliados para diagnostico de S. mansoni

em areas de baixa carga parasitaria.

Uma combinag¢do de métodos ou técnicas complementares devem ser implementadas pelo
Programa de Controle da Esquistossomose visando um diagndstico mais preciso da infec¢ao

por S. mansoni em areas endémicas e individuos com baixa carga parasitaria.

11. CONSIDERACOES FINAIS

As estratégias atuais para o controle da esquistossomose no Brasil s3o baseadas no
diagnodstico e tratamento de individuos positivos. Como as metas para o controle da
esquistossomose mudaram do controle da morbidade para o controle da transmissdo ou
mesmo para a eliminag@o da esquistossomose como problema de satde publica, ¢ de extrema
importancia o diagndstico dos individuos com cargas parasitarias reduzidas, ndo
diagnosticadas pelos métodos parasitologicos comumente aplicados € que continuam a
contribuir para a manuten¢do da doenga em areas endémicas.

O desenvolvimento de métodos altamente precisos para todos os aspectos de
prevengdo, controle, monitoramento e vigilancia sao refor¢cados continuamente € ndo podem
ser negligenciados. O teste de diagnostico ideal deve oferecer caracteristicas em termos de
precisdio com alta sensibilidade e especificidade, baixo custo, facil execugdo e
operacionaliza¢do em inquéritos epidemioldgicos, para justificar a substituicdo do método
parasitologico atualmente adotado.

Devido a dificuldade de se estabelecer um tunico teste diagndstico que tenha todas
essas carateristicas citadas, ¢ crucial adaptar a abordagem diagnostica a situacdo
epidemioldgica, a populagio sob investigagdo e aos objetivos estabelecidos sejam eles, clinico

e individual ou controle ¢ monitoramento da doenga.
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O diagnoéstico de individuos com baixa carga parasitdria ou em dareas de baixa
endemicidade deve envolver a combinagdo de varios métodos e, potencialmente, a defini¢ao
de modelos estatisticos para estimar com precisdo a prevaléncia e auxiliar profissionais de
saude a melhorar a avaliagdo do risco individual ou predizer o desfecho de novos pacientes,
auxiliando assim nos programas de controle e eliminacao.

A utilizagdo de uma combinagdo de testes parasitologicos para estabelecer um Teste
de referencia adequado permitiu a padronizacdo e avaliagdo de ferramentas alternativas de

diagnostico em individiuos com baixa carga parasitaria.
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13.ANEXOS

13.1. ANEXO 1- Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Participantes maiores de 18 anos

Convite para participar

Vocé, esta

convidado(a) para participar, voluntariamente do Projeto “Schistosoma mansoni e
geohelmintos — Aprimoramento de técnicas diagndsticas para levantamento de prevaléncia e
controle de cura, monitoramento da transmissao e identificagdo de marcadores de morbidade
em dareas com cendrios eco-epidemioldgicos distintos.” Leia e/ou ouca atentamente as

informagdes a seguir antes de dar o seu consentimento.
Informacoes sobre o Estudo

O projeto em andamento serd realizado no Municipio de Januaria e Montes Claros,
Minas Gerais onde serd conduzido por pesquisadores da Universidade Federal de Minas
Gerais (UFMGQG) e do Instituto René Rachou, da Fiocruz Minas Gerais e nos Municipios de
Turiagu no Maranhdo e Primavera no Para, onde o estudo sera conduzido por pesquisadores
do Instituto Evandro Chagas, Ministério de Satde. A pesquisa sera conduzida em
cumprimento total das exigéncias contidas na Resolugdo CNS N° 466/12, sobre pesquisa com
seres humanos. O objetivo deste estudo ¢ aperfeicoar técnicas de exames de fezes, de urina e
soroldgicas para o diagnostico e controle da esquistossome. Também esperamos verificar se
outras verminoses, doengas alérgicas ou outras alteracdes podem afetar a gravidade da
esquistossomose. E importante lembrar que a Esquistossomose (também conhecida como
xistose ou barriga d’adgua) ¢ uma doenca que se adquire no contato com aguas que contém
caramujos infectados. As pessoas que sdo diagnosticadas podem ser tratadas e curadas, mas o

diagnostico das pessoas com baixa carga parasitaria € dificil e sem o tratamento alguns casos

da xistose podem produzir alteracdes no figado e sangramentos (no vomito e nas fezes).

Ao concordar com a participacdo vocé devera responder a um questionario

confidencial com perguntas relacionadas a situacdo de moradia, caracteristicas
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comportamentais e pessoais que estdo associadas a transmissdo das parasitoses em estudo.
Vocé também autoriza a coleta de uma amostra de fezes, urina e sangue que serdo utilizados
para detectar ovos ou produtos do verme (como DNA) ou induzidos por ele (anticorpos) que
permitam confirmar a presenca da esquistossomose. Nas amostras de fezes também iremos
investigar a presenca de outros vermes e no sangue de outras doengas que possam interferir na

gravidade da esquistossomose.
Riscos e Beneficios

Os beneficios provenientes da participagdo consistem na geragdo de novos
conhecimentos para embasar as agdes de prevencdo e controle da esquistossomose no
municipio. Os participantes que apresentarem Xxistose serdo tratados gratuitamente com
Praziquantel ou oxamniquine, ou com Albendazol ou Mebendazol em caso de outras
verminoses. Os participantes também receberdo nog¢des de educagdo sanitiria com o objetivo
de evitar a transmissdo das verminoses. O risco para vocé ¢ minimo. Existe o desconforto da
picada da agulha no momento da retirada do sangue. Entretanto, a coleta serd realizada por
profissionais especializados em local adequado e utilizando material descartavel, evitando
problemas de contaminacdo. Os efeitos colaterais dos medicamentos sdo poucos e largamente
compensados pelos beneficios do tratamento e da cura das verminoses estd no momento da

coleta de sangue.
Confidencialidade

Toda informacao pessoal obtida nesta pesquisa ¢ considerada confidencial e sua sera
mantida como informagdo sigilosa. As amostras de fezes, urina e sangue serdo guardadas
apenas com um numero, sem o nome. Os relatdrios e resultados deste estudo serdo publicados
na forma de textos, tabelas, graficos e figuras, sem nenhuma forma de identificacdao

individual.
Informacgoes adicionais

Vocé também pode e deve fazer todas as perguntas que julgar necessarias, assim como
recorrer a seu médico ou agente de saude para maiores informagdes, se assim entender. A
participagdo ¢ totalmente voluntdria e vocé poderd se recusar a participar do estudo sem
qualquer prejuizo pessoal. Vocé tem a liberdade de desistir ou de interromper a colaboragdo e

participacdo nesta pesquisa no momento em que desejar, sem necessidade de qualquer

149



explicagdo. A desisténcia ndo causara nenhum prejuizo a sua sade ou bem estar fisico. Nao

vira interferir no atendimento e na assisténcia a ser prestada em caso de necessidade.
Consentimento

Declaro que li e entendi as informagdes relativas a este estudo. Fui informado que assinarei
duas vias do consentimento e que uma delas ficarda em meu poder. Concordo com a minha

participagdo voluntaria nesta pesquisa.

Impressio
Nome do Responsével: Digital
Assinatura do Responsavel: (opcional)
Assinatura do Entrevistador:

Data: ___ de de 20__ .

ENDERECO E TELEFONE DOS PESQUISADORES Para informagdes adicionais sobre

este estudo, vocé podera se comunicar com os pesquisadores responsaveis na sua regiao:

Dr. Paulo Marcos Zech Coelho — Coordenador Geral da Pesquisa Centro de Pesquisa René
Rachou — Fiocruz Av. Augusto de Lima 1715, CEP: 30190-002, Barro Preto, Belo Horizonte-
MG Tel. (31)3349-7740; E-mail: coelhopm@cpqrr.fiocruz.br

Dr. Stefan Michael Geiger Universidade Federal de Minas Gerais, Departamento de
Parasitologia/ICB, Bloco L4, Sala 168; Avenida Antdnio Carlos 6627, CEP 31270-901,
Pampulha, Belo Horizonte-MG Tel.: (31)3409-2869 ; E-mail: stefan.geiger76(@gmail.com

Dr. Martin Johannes Enk Instituto Evandro Chagas, Ministério de Satude, Laboratorio de
Esquistossomose, Rodovia BR 316 — km 07, SN° Bairro Levilandia, CEP 67030-000,
Ananindeua-PA Tel.: (91)3214-2149 ; E-mail: martinenk@iec.pa.gov.br

Para informagdes éticas do estudo, vocé podera contatar o Comité de Etica da CPqRR
(Comité de Etica em Pesquisas com Seres Humanos do Centro de Pesquisas René Rachou -
FIOCRUZ). Enderego: Av. Augusto de Lima, n® 1715 — Bairro Barro Preto/ Belo Horizonte —
MG. Cep: 30190-002. Tel.: (31) 3349 7825 Email: cepsh-cpqrr@cpqrr.fiocruz.br.
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13.2. ANEXO 2- Termo de Recusa

Nome:

Sexo:

Idade:
Escolaridade:

Recusou-se a participar da pesquisa:
Motivo:

Entrevistador: Data: / /
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13.3. ANEXO 3 - Questiondrio pré-codificado

ESTUDO SOBRE PARASITOSES INTESTINAIS E ESQUISTOSSOMOSE - DECIT

IDENTIFICACAO DA FAMILIA E DOMICILIO

1. CODIGO DA COMUNIDADE
() 1.Januaria - MG
() 2. Montes Claro - MG
() 3. Primavera - PA
() 4. Turiagu — MA

CodCom

2. CODIGO DO DOMICILIO

CodDom

3. DATA DA ENTREVISTA / /

DatEnt

4. ENTREVISTADOR

5. CODIGO DO RESULTADO DA ENTREVISTA
() 1. Completa
() 2. Incompleta
() 3.Adiada
() 4. Recusa total
() 77. Outra (especificar)

CodEnt

ASSINATURA DO ENTREVISTADOR

RESPOSTAS PADRONIZADAS NESTE QUESTIONARIO
77=NAO QUIS RESPONDER OU MOSTRAR
88=NAO SE APLICA
99=NAO SABE/NAO LEMBRA

CARACTERIZACAO DO ENTREVISTADO

NOME:
1. CODIGO DO PARTICIPANTE (preencher depois) - - -
(Comun-Casa-Numero-N°Visita: ex. 02-014-2-11)

2. DATA DE NASCIMENTO: ___/ /

3. Idade: anos

4. Até que série o (a) Sr. (a) (ENTREVISTADO) estudou?
1. ( ) Sem Estudo

( ) Ensino fundamental incompleto

( ) Ensino fundamental completo

( ) Ensino médio incompleto

( ) Ensino médio completo

( ) Ensino superior incompleto

()

2.
3.
4.
5.
6.
7. ( ) Ensino superior completo

Escola

5. O (a) Sr.(a) (ENTREVISTADO) sabe ler uma carta ou um jornal com?
( )1-Facilidade ( )2- Com dificuldade = ( )3-Nao sabe ler

Ler

6. Vocé esta trabalhando no momento?
( )1-Sim ( )2-Nao ( )3-Aposentado/pensionista

Trabalha
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(' )-77nqr
6.1.Se sim, qual o salario mensal? R$
( )77-ngr ( )88-nsa

(' )99 - nsabe/nlembra

()99 - nsabe/nlembra

7. TEVE ALGUM DESTES PROBLEMAS DE SAUDE NO ULTIMO MES? (Pode Marcar Mais De 1

Alternativa - Estas Devem Ser Lidas)

7.1 Diarréia Diarr

( )1.Sim ( )2.Nao ( )77.Ngr ( )88.Nsa ( )99.Ns/Nlembra

7.2 Duracio da diarréia em dias ( ) DuDiar
( )77.Ngr ( )88.Nsa ( )99.Ns/Nlembra

7.3 Sangue nas fezes SanFez
( ) 1. Sim ( )2.Nao ( )77.Ngr ( )88.Nsa ( )99.Ns/Nlembra

7.4 Febre Febre

( ) 1. Sim ( )2.Nao ( )77.Ngr ( )88.Nsa ( )99.Ns/Nlembra

7.5 Vomitos Vomit

( )1.Sim ( )2.Nao ( )77.Ngr ( )88.Nsa ( )99.Ns/Nlembra

7.6 Chiados no peito ChiPeit
( ) 1.Sim ( )2.Nao ( )77.Ngr ( )88.Nsa ( )99.Ns/Nlembra

7.7 Coriza Coriz

( ) 1. Sim ( )2.Nao ( )77.Ngr ( )88.Nsa ( )99.Ns/Nlembra

7.8 Tosse seca Tosse

( ) 1. Sim ( )2.Nao ( )77.Ngr ( )88.Nsa ( )99.Ns/Nlembra

7.9 Tosse com catarro claro ToCaC
( ) 1. Sim ( )2.Nao ( )77.Ngr ( )88.Nsa ( )99.Ns/Nlembra

7.10 Tosse com catarro esverdeado ToCaE
( ) 1.Sim ( )2.Nao ( )77.Ngr ( )88.Nsa ( )99.Ns/Nlembra

7.11 Tosse com catarro sanguinolento ToCaS
( )1.Sim ( )2.Nao ( )77.Ngr ( )88.Nsa ( )99.Ns/Nlembra

7.12 Perda de apetite PerApet
( )1.Sim ( )2.Nao ( )77.Ngr ( )88.Nsa ( )99.Ns/Nlembra

7.13 Eliminacio de vermes Verme
( ) 1.Sim ( )2.Nao ( )77.Ngr ( )88.Nsa ( )99.Ns/Nlembra

7.14 Abatimento / tristeza Abati

( ) 1.Sim ( )2.Nao ( )77.Ngr ( )88.Nsa ( )99.Ns/Nlembra

7.15 Problema de garganta Gargan
( ) 1.Sim ( )2.Nao ( )77.Ngr ( )88.Nsa ( )99.Ns/Nlembra

7.16 Diabetes DorDen
( ) 1. Sim ( )2.Nao ( )77.Ngr ( )88.Nsa ( )99.Ns/Nlembra

7.17 Coceira entre os dedos dos pés ou das maos Coclnter
( ) 1.Sim ( )2.Nao ( )77.Ngr ( )88 Nsa ( )99.Ns/Nlembra

7.18 Ja teve Leishmaniose Leish
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( ) 1. Sim ( )2.Nao ( )77.Ngr ( )88.Nsa ( )99.Ns/Nlembra

7.19 Qual Leishmaniose, tegumentar ( feridas na pele e mucosas) ou visceral? LeishTeg
( ) 1. Sim ( )2.Nao ( )77.Ngr ( )88.Nsa ( )99.Ns/Nlembra
7.20 A quanto tempo teve Leishmaniose ( ) TempLeish
( )77.Ngr ( )88.Nsa ( )99.Ns/Nlembra
7.21 Fez algum tratamento para Leishmaniose TratLeish
( ) 1.Sim ( )2.Nao ( )77.Ngr ( )88.Nsa ( )99.Ns/Nlembra
No ultimo ano (ANTES do Projeto DECIT)
8. Usou algum remédio para verme (lombriga) RemVerm
( ) 1. Sim ( )2.Nao ( )77.Ngr ( )88.Nsa ( )99.Ns/Nlembra
9. Eliminou verme apés o uso do remédio EliVerm
( )1 Sim ( )2.Nao ( )77.Ngr ( )88.Nsa ( )99.Ns/Nlembra
Questionario ISAAC - MODULO 1
10. Alguma vez na vida, vocé teve sibilos (chiado no peito) Chiad
( )1.Sim ( )2.Nao ( )77.Ngr ( )88.Nsa ( )99.Ns/Nlembra
Se respondeu Nio, Nqr, Nsa e Nlembra, passe para a questio 16.
11. Nos tultimos 12 (doze) meses, vocé teve sibilos (chiado no peito) DozChiad
( )1 Sim ( )2.Nao ( )77.Ngr ( )88.Nsa ( )99.Ns/Nlembra
Se respondeu Nao, Nqr, Nsa e Nlembra, passe para a questio 16.
12. Nos ultimos 12 (doze) meses, quantas crises de sibilos (chiado no peito) vocé teve? QtChiad
() l.nenhuma crise () 2.Uma a trés crises ( )88.Nsa
() 3. Quatro adoze crises () 4. mais de doze crises () 99. Ns/Nlembra

13. Nos ultimos 12 (doze) meses, com que frequéncia vocé teve seu sono perturbado por chiado no SonoChiad
peito?
() 1. Nunca acordou com chiado () 2. Menos de uma noite por semana
() 3. Uma ou mais noites por semana ( )88. Nsa ( )99.Ns/Nlembra
14. Nos tultimos 12 (doze) meses, seu chiado foi tao forte a ponto de impedir que vocé conseguisse dizer | RespChiad
mais de 2 palavras entre cada respiracao?
( )1.Sim ( )2.Nao ( )77.Ngr ( )88.Nsa ( )99.Ns/Nlembra
15. Teve sibilos (chiado no peito) apos exercicio fisico? ExerChiad
( )1.Sim ( )2.Nao ( )77.Ngr ( )88.Nsa ( )99.Ns/Nlembra
16. Alguma vez na vida ja teve asma? Asma
( )1.Sim ( )2.Nao ( )77.Ngr ( )88.Nsa ( )99.Ns/Nlembra
17. Teve tosse seca a noite sem estar gripado ou com infeccio respiratoria? TosNoit
( )L Sim ( )2.Nao ( )77.Ngr ( )88.Nsa ( )99.Ns/Nlembra
Questionario ISAAC - MODULO 2
18. Alguma vez na vida vocé teve problema com espirros ou coriza (corrimento nasal), quando nio
estava gripado? Coriza

( )L Sim ( )2.Nao ( )77.Ngr ( )88.Nsa ( )99.Ns/Nlembra
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Se responder Nio, Nqr, Nsa e Nlembra, passe para a questio 24.

19. Nos ultimos 12 (doze) meses, voce teve problema com espirros, coriza (corrimento nasal) ou DozCoriza
obstrucio nasal quando néo estava gripado?
( )1.Sim ( )2.Nao ( )77.Ngqr ( )88.Nsa ( )99.Ns/Nlembra
Se responder Nao, Nqr, Nsa e Nlembra, passe para a questio 24.
20. Qual a frequéncia dos espirros,corriza ou obstruciio nasal? FreqCoriz
() 1. uma ou duas vezes por ano a
() 2. uma vez por més
( ) 3. mais do que uma vez por més
()77.Ngr ( )88.Nsa ( )99.Ns/Nlembra
21. Nos ultimos 12 (doze) meses, esse problema nasal foi acompanhado de lacrimejamento ou coceira | Lacrimej
nos olhos?
( )1 Sim ( )2.Nao ( )77.Ngr ( )88.Nsa ( )99.Ns/Nlembra
( )77.Ngqr  ( )88.Nsa ( )99.Ns/Nlembra
22. Em qual dos ultimos 12 (doze) meses esse problema nasal ocorreu? (Por favor marque em qual ou
quais meses isso ocorreu)
() Janeiro ( ) Maio () Setembro MesCoriza
() Fevereiro () Junho () Outubro
( ) Margo () Julho ( ) Novembro
() Abril () Agosto ( ) Dezembro
()77.Ngr  ( )88.Nsa ( )99.Ns/Nlembra
23. Quantas vezes suas atividades didrias (movimentos normais) foram atrapalhadas por esses QtVzAtr
sintomas nasais (espirro, coriza, coceira ou entupimento)?
( ) 1. nenhuma
() 2. pouco (alguns minutos ou poucas horas do dia)
() 3. moderado (uma parte do dia - manha tardo ou noite)
( ) 4. muito (sintomas didrios e constantes)
( )77.Ngr ( )88.Nsa ( )99.Ns/Nlembra
Questionario ISAAC - MODULO 3 Eczema
24, Alguma vez na vida vocé teve manchas com coceira na pele(eczema), que apareciam e
desapareciam por pelo menos 6 meses?
( )1 Sim ( )2.Nao ( )77.Ngr ( )88.Nsa ( )99.Ns/Nlembra
Se responder Nao, Nqr, Nsa e Nlembra, passe para a questao 29.
25. Nos ultimos 12meses, vocé teve manchas com coceira na pele (eczema)?
( )L Sim ( )2.Nao ( )77.Ngr ( )88.Nsa ( )99.Ns/Nlembra
DozEczem

Se responder Nao, Nqr, Nsa e Nlembra, passe para a questio 29.

26. Alguma vez essas manchas com coceira afetaram algum dos seguintes locais:: dobras dos cotovelos,
atras dos joelhos, na frente dos tornozelos, abaixo das nadegas, em volta do pescoco, orelha ou olhos?
( )1.Sim ( )2.Nao ( )77.Ngr ( )88.Nsa ( )99.Ns/Nlembra

LocEczem

27. Alguma vez essas manchas com coceira desapareceram completamente nos ultimos 12 meses? DesEczem
( )1.Sim ( )2.Nao ( )77.Ngr ( )88.Nsa ( )99.Ns/Nlembra
28. Nos ultimos 12 meses, quantas vezes, aproximadamente, vocé ficou acordado a noite por causa SonoEcze
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dessa coceira na pele?
() 1. Nunca nos ultimos 12 meses () 2.Menos de uma noite por semana
() 3. Uma ou mais noites por semana ( )88.Nsa ( )99.Ns/Nlembra

29. Quando tem contato com poeira mofo ou cheiro forte, ela tem coceira, espirro ou coriza? ContPoe
( )1.Sim ( )2.Nao ( )77.Ngr ( )88.Nsa ( )99.Ns/Nlembra
30. Quando isso acontece, tem coceira nos olhos ou coceira na garganta? Coceira
( )1.Sim ( )2.Nao ( )77.Ngqr ( )88.Nsa ( )99.Ns/Nlembra
31. Apresenta alergia a medicamentos AlerMed
( )L Sim ( )2.Nao ( )77.Ngr ( )88.Nsa ( )99.Ns/Nlembra
Se sim, qual:
32. Apresenta alergia a alimentos AlerAli
( ) 1. Sim ( )2.Nao ( )77.Ngr ( )88.Nsa ( )99.Ns/Nlembra
Se sim, qual:
33. Apresenta alergia a bebidas AlerBeb
( )1 Sim ( )2.Nao ( )77.Ngr ( )88.Nsa ( )99.Ns/Nlembra
Se sim, qual:
34. Ingere bebida alcoélica com que freqiiéncia? (pergunta deve ser feita a pessoas acima de 10 anos)?| FreqAlc
() 1-todos os dias
() 2-uma ou duas por semana
() 3-uma vez por més
() 4- mais do uma vez por més
( )5.Nao ( )77.Nqr ( )88.Nsa ( )99.Ns/Nlembra
35. Consome cigarros? Fumo
( )1 Sim ( )2.Nao ( )77.Ngr ( )88.Nsa ( )99.Ns/Nlembra
36. Quantos por dia? QuantCig
Nimero de cigarros: (
( )77.Ngr ( )88.Nsa ( )99.Ns/Nlembra
37. Para sair de casa é obrigado a pisar na agua? PisaAgu
( )1.Sim ( )2.Nao ( )77.Ngr ( )88.Nsa ( )99.Ns/Nlembra
38. Costuma ir ao riacho ou corrego ContAg
( )1.Sim ( )2.Nao ( )77.Ngr ( )88.Nsa ( )99.Ns/Nlembra
Se responder: Nao, Nqr, Nsa, Nlembra, passe para questao 40.
38.1. Se sim, com qual finalidade vai ao riacho
a) Banho RiBan
b) lavagem de roupa RiLavR
c¢) lavagem de utensilios domésticos/utensilios de trabalho RiLavU
d) nadar/lazer RiNad
e) pegar agua para limpeza da agua RiPegAg
f) lavagem de carro / moto / bicicleta RiLav
g) lavagem de animais domésticos RiLavAn
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h) outros (especificar)

() 77-Ngr () 88-Nsa () 9-Nsabe/Nlembra

39. Com que frequéncia vai ao riacho? FreqRi
() 1-nenhum
() 2-diaria
() 3-semanal
() 4-mensal
( )5 -outros
( ) 77-Nqr () 88-Nsa () 9-Nsabe/Nlembra
40. Tem contato direto com a terra? ContTer
( ) 1. Sim ( )2.Nao ( )77.Ngr ( )88.Nsa ( )99.Ns/Nlembra
Se responder: Nao, Nqr, Nsa, Nlembra, passe para questio 41.
40.1. Se sim, como ¢é o contato com a terra?
a) trabalha como lavrador TerLav
b) anda descal¢o TerDesc
¢) brinca na terra em torno do peridomicilio TerBrin
d) cuida diretamente de horta/jardim TerHJar
e) limpa valas e corregos TerLimp
f)  outros especificar ( )
( ) 77-Nqr () 88-Nsa () 9—Nsabe/Nlembra
41. Onde vocé nasceu (ENTREVISTADO)? Cidade:
Estado:
42. Ha quanto tempo mora nesta comunidade? TempRes
ANOS: MESES:
43. Ja residiu em outra comunidade dentro deste municipio? MudaNC
( )1.Sim ( )2.Nao ( )77.Ngr ( )88.Nsa ( )99.Ns/Nlembra
QUAL (Especificar ultimas 3)
44. Ja residiu em outro municipio? MudaCid

( )L Sim ( )2.Nao ( )77.Ngr ( )88.Nsa ( )99.Ns/Nlembra

QUAL (Especificar os ultimos 3)
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13.4. ANEXO 4 - Parecer consubstanciado Comité de Etica

CENTRO DE PESQUISAS
RENE RACHOU/FUNDAGAO W
OSWALDO CRUZ/ CPQRR/

Continuagdo oo Parecer: 518888

tratamento.

3. Tratamento dos individuos infectados & monitoramento da eficacia do controle guimioterdpico de
helmintoses na transmissdo & na morbidade (reversdoc do guadro clinico)

4. Levantamente malacoldgico @ monitoramento de taxas de infeccdo natural de Biomphalaria antes e apos
interferéncia

5. Padronizacao de metodologia molecular baseada no LAMP para deteccao da infeccao por 5. mansoni em
moluscos do genero Biomphalaria.

6. Avaliagdo de marcadores de morbidade (imagem e imunoldgicos) da esquistossomose mansoni, antes do
primeiro tratamento & durante o seguimento.

7. Analisar o possivel efeito de co-morbidades (co-infecgo por geohelmintos, status nutricional e doengas
inflamatdrias crinicas) na morbidade de esquistossomose Mansoni.

Avallagio dos Riscos e Baneficios:

Riscoz:0s riscos envolvidos nesse projeto referem-se & venipuntura. Os voluntarios serdo informados dos
possiveis riscos e terao atendimento médico especializada garantido. Venipuntura - A venipuniura & um
procediments muito saguro @ realizado de rotina em qualquer centro de sadde de atencio basica. Alguns
eventos adversos relacionados com a venipuntura podem ser: hematomas no local da introduco da agulha,
uma complicagdo atinge cerca de 3% das pesscas submetidas a tal procedimento, & que resolve em até
duas semanas; tonteira ou desmaio,devido a reagao vasovagal que atinge cerca de 1% das pessoas
submetidas & venipuntura; sincope, que ocorre 1 vez a cada 10.000 procedimentos; & puncio arterial
que & um evento rarissimo (1:50.000).

Beneficios:

Todos os participantes do estudo ou seus responsaveis legais serdo devidamente informados do estudo e
solicitados a assinar um termo de consentimento livre e esclarecido antes da coleta de dados. Os
voluntarios serao informados que ndo obterao beneficios diretos pela participagdo no projeto. Entretanto,
indos os woluntarios receberdo atencio meédica personalizada oferecida pelo projete sem 4nus para o
participanta, incluindo exames laboratoriais de rotina. Todos os individuos com infeccao por 5. mansoni ou
geohalmintos confirmadas sero encaminhados para o servigo de salde para tratamento especifico,
individuos com outras doengas gue possam ser identificadas também serdo encaminhados para tratamento
especializado.

Enderego:  Avenida Augusto de Lima, 1715

Bairrm: Barmo Preto CEP: 30.190-002
UF: MG Municipio: BELO HORIZOMTE
Telefone: [31)3340-7T825 Fax: (31)334%-TE2S E-mail: cepsh-cpgmBcpam fiocriz br
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CENTRO DE PESQUISAS
RENE RACHOU/FUNDAGAO W
OSWALDO CRUZ/ CPQRR/

Continuago oo Parecer: 518 888

Comentarios & Consideractes sobre a Pesquisa:

Pesguiza bem fundamentada do ponto de vista cientifico, com objetivos relevantes. A coordenaclo e a
equipe tém qualificacio e experiéncia importantes, assim como as competéncias das instituicies
participantes & o orgamento aprovado, s8o garantias suficientes de que a pesquisa serd conduzida como
planejada e levada & termao.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagdo obrigatéria:

Mao se aplica.

Recomendacdes:

Sem recomendagbes.

Conclugdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacoes:

Todas as recomendagdes sugeridas no pargcer emitido em outubra/2013 foram adequadamente atendidas.
Mao hd novas inadequagbes e pendéncias.

Situacio do Paracer:

Aprovado

Mecessita Apreciacdo da CONEP:

Mao

Consideragdes Finals a critério do CEP:
Colocado em discussao o parecer do relator, o Comité de Etica em Pesquisas Envolvendo Seres Humanos
do Centro de Pesquisaz René RachowFIOCRUZ Minas, decidiu pela Aprovacao deste projeto.

BELO HORIZONTE., 31 de Janeiro de 2014

Assinador por:
MNaftale Katz
(Coordenador)

Enderego: Avenida Augusio de Lima, 1715
Bairra: Bamo Prabs CEP: 30.180-002
UF: Mz Municipio: BELD HORIZOMNTE

Telefone: ([31)3348-7825 Fax: (31)3349-TE2S E-mail: cepsh-cpom@cpgm fiocruz br
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14. APENDICES

14.1. APENDICE 1 - Preditores e critérios para analises e categorizacio das variaveis

Results for: Worksheet 6 MINITAB 17

Descriptive Statistics: IDADE T0

Variable Mean SE Mean StDev Q1 Median Q3
IDADE TO 34,07 1,44 19,37 17,00 32,00 50,00
Descriptive Statistics: IDADE T0

Variable IDADE Mean SE Mean StDev Q1 Median Q3
IDADETO A 6,455 0,464 2,176 4,750 6,500 8,250

B 16,278 0,443 2,658 14,000 16,000 18,750

C 44,14 1,33 14,78 31,00 43,00 54,00

Tally for Discrete Variables: IDADE

Tally for Discrete Variables: DESFECHO

DESFECHO Count Percent
NN 74 40,66
NP 18 9,89
PN 66 36,26
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PP 24 13,19
N= 182

Tabulated Statistics: IDADE; DESFECHO
Rows: IDADE Columns: DESFECHO
NN NP PN PP Al
A 12 3 5 2 22
54,55 13,64 22,73 9,09 100,00
16,22 16,67 7,58 8,33 12,09
6,593 1,648 2,747 1,099 12,088
B 12 2 15 7 36
33,33 5,56 41,67 19,44 100,00
16,22 11,11 22,73 29,17 19,78
6,593 1,099 8,242 3,846 19,780
C 50 13 46 15 124
40,32 10,48 37,10 12,10 100,00
67,57 72,22 69,70 62,50 68,13
27,473 7,143 25,275 8,242 68,132
All 74 18 66 24 182
40,66 9,89 36,26 13,19 100,00
100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
40,659 9,890 36,264 13,187 100,000
Cell Contents:  Count
% of Row
% of Column
% of Total

Descriptive Statistics: SEA IgG1 T0; SEA IgG4 T0; SWAP IgG1 T0; SWAP IgG4 TO; ...

Variable Mean SE Mean StDev Q1 Median Q3
SEA IgG1 TO 0,9707 0,0728 0,9005 0,2250 0,6838 1,4550
SEA IgG4 TO 0,9157 0,0801 0,9783 0,1286 0,4180 1,6657
SWAP IgG1 TO 0,7808 0,0648 0,8294 0,1119 0,3975 1,3295
SWAP IgG4 TO 0,4822 0,0440 0,5641 0,1111 0,2788 0,5895
SEA IgG1 T12 0,8073 0,0798 1,0182 0,1075 0,3080 1,1230
SEA IgG4 T12 0,9962 0,0934 1,1921 0,0345 0,3425 2,1130
SWAP IgG1 T12 0,5403 0,0491 0,6207 0,1000 0,2740 0,7549
SWAP IgG4 T12 0,2273 0,0332 0,4198 0,0151 0,0523 0,2039

Descriptive Statistics: SEA I1gG1 T0; SEA 1gG4 T0; SWAP IgG1 T0; SWAP IgG4 TO; ...

Variable @ IDADE Mean SE Mean StDev QI Median Q3
SEA IgG1 TO A 0,515 0,166 0,663 0,115 0,245 0,517
B 1,619 0,173 0,993 0,627 1,830 2,372
Cc 08352 0,0785 0,8006 0,2239 0,6525 1,1878
SEAIgG4TO A  0,1830 0,0614 0,2378 0,0494 0,0850 0,2305
B 0,934 0,176 0,995 0,125 0,436 1,458
C 1,0169 0,0991 1,0007 0,1737 0,5009 1,9905

SWAP IgGI TO A 0,321 0,106 0,411 0,043 0,116 0,385
B 1,055 0,173 1,006 0,177 0,897 1,405
Cc 0,7597 0,0734 0,7870 0,1110 0,4380 1,3320

SWAP IgG4T0 A  0,1850 0,0447 0,1731 0,0405 0,1400 0,2645
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B  0,3395

C 05632
SEA IgG1T12 A

B 1,329

Cc 0,7007
SEA IgG4 T12 A

B 0,990

C 1,128

SWAP IgG1 T12 A
B 04587
Cc 06179

SWAP IgG4 T12 A
B 01184
C  0,2914

Descriptive Statistics:

Variable

SEA IgG1 TO NN
NP 0,678
PN 1,263
PP 1,415

SEA IgG4 TO NN

DESFECHO Mean SE Mean StDev

0,0672 0,3916 0,1549 0,2410 0,3621
0,0577 0,6185 0,1020 0,3305 0,8010

0,618 0,237 1,004 0,025 0,149 0,768
0,206 1,127 0,297 0,957 2,423
0,0890 0,9545 0,0990 0,2645 0,8580

0,166 0,102 0,431 -0,012 0,012 0,030
0,230 1,259 0,033 0,231 2,231
0,113 1,209 0,058 0,574 2,410

0,1935 0,0913 0,3873 0,0445 0,0955 0,1058
0,0965 0,5287 0,1196 0,2585 0,5991
0,0619 0,6546 0,1291 0,4157 0,8559

0,01033 0,00343 0,01454 0,00800 0,01100 0,01825
0,0665 0,3642 0,0125 0,0292 0,0717
0,0426 0,4503 0,0249 0,1003 0,3538

SEA IgG1 TO0; SEA 1gG4 T0; SWAP IgG1 T0; SWAP IgG4 TO; ...

Q1 Median Q3
0,6459 0,0894 0,7042 0,1378 0,2681 1,0441
0,195 0,780 0,123 0,379 0,778

0,129 0,966 0,527 0,973 1,911

0,217 0,944 0,709 1,046 2,244

0,3844 0,0757 0,5817 0,0791 0,1288 0,4180

NP 0,415 0,114 0457 0,050 0,298 0,493
PN 1,440 0,143 1,073 0,288 1,535 2,423
PP 1,471 0214 00906 0,682 1,444 2,124

SWAP IgGl TO NN

0,5276 0,0756 0,6185 0,0800 0,1920 0,9630

NP 0,764 0,243 0,941 0,047 0,148 1,451
PN 0,952 0,114 0,882 0,188 0,601 1,413
PP 1,095 0,210 0,984 0,222 0,802 1,675

SWAP IgG4 TO NN

NP 0,430

0,3613 0,0587 0,4806 0,0655 0,2135 0,4575
0,178 0,688 0,029 0,146 0,432

PN 0,5896 0,0773 0,5985 0,1569 0,3755 0,8586

PP 0,593 0,122 0,572 0,138 0,406 0,904
SEA IgG1 T12 NN 0,705 0,123 1,011 0,056 0,255 0,706
NP 0,686 0,301 1,165 0,052 0,147 0,308
PN 0,788 0,124 0,948 0,128 0,290 1,129
PP 1,259 0,227 1,063 0,452 0,847 1,978
SEA IgG4 T12 NN 0,604 0,122 1,010 0,016 0,068 0,736
NP 1,207 0,345 1,338 0,010 0,853 2,764
PN 1,055 0,152 1,155 0,111 0,418 2,251
PP 1,911 0,259 1,217 0,558 2,101 3,167

SWAP IgG1 T12 NN

0,3764 0,0608 0,4974 0,0539 0,1500 0,4885
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NP 0,413 0,121 0,470 0,096 0,177 0,610
PN 0,6229 0,0837 0,6266 0,1293 0,3770 0,8522
PP 0,916 0,178 0,837 0,400 0,668 1,002

SWAP IgG4 T12 NN 0,1135 0,0265 0,2171 0,0100 0,0235 0,0830
NP 0,1867 0,0743 0,2876 0,0205 0,0600 0,3155

PN 0,3138 0,0593 0,4434 0,0226 0,1208 0,4314
PP 0,381 0,155 0,727 0,030 0,098 0,299

Descriptive Statistics: SEA IgG1 T0; SEA 1gG4 T0; SWAP IgG1 T0; SWAP IgG4 TO; ...

Results for DESFECHO = NN

Variable = IDADE  Mean SE Mean StDev Q1 Median Q3
SEA IgG1 TO A 0,1801 0,0459 0,1299 0,0942 0,1294 0,2973
B 0,953 0,261 0,903 0,212 0,426 2,007
C 0,647 0,103 0,668 0,145 0,327 1,044

SEA IgG4TO A 0,0718 0,0104 0,0276 0,0494 0,0705 0,1010
B 0,1607 0,0511 0,1771 0,0613 0,0788 0,1502
C 0,506 0,106 0,668 0,105 0,233 0,599

SWAP IgGI TO A 0,274 0,123 0,327 0,043 0,141 0,361
B 0,526 0,154 0,510 0,084 0,253 1,130
C 0,5642 0,0956 0,6691 0,0798 0,1920 1,0503

SWAP IgG4 TO A 0,1700 0,0434 0,1149 0,0860 0,1560 0,2645
B 0,2177 0,0510 0,1693 0,1380 0,1575 0,3055
C 0,4209 0,0778 0,5443 0,0495 0,2595 0,5110

SEA IgG1T12 A 0,478 0,270 0,897 0,023 0,121 0,294
B 1,163 0,376 1,248 0,115 0,583 2,448
C 0,649 0,142 0,965 0,044 0,262 0,611

SEA IgG4T12 A -0,00277 0,00782 0,02593 -0,01000 0,00600 0,01450
B 0,347 0,276 0,917 0,006 0,022 0,107
C 0,810 0,160 1,087 0,044 0,125 1,068

SWAP IgG1 T12 A 0,0817 0,0223 0,0739 0,0430 0,0615 0,1005
B 0,414 0,169 0,560 0,039 0,188 0,540
C 0,4391 0,0778 0,5220 0,0670 0,1860 0,6845

SWAP IgG4 T12 A 0,00768 0,00448 0,01484 0,00850 0,01000 0,01200
B 0,0462 0,0117 0,0389 0,0200 0,0230 0,0710
C 0,1558 0,0379 0,2541 0,0100 0,0370 0,1875

Results for DESFECHO = NP

Variable IDADE  Mean SE Mean StDev Q1 Median Q3
SEAIgG1 TO A 0,320 0,200 0,282 * 0,320 *

B 1,9091 0,0787 0,1113 * 11,9091 *

C 0,532 0,204 0,706 0,101 0,266 0,718
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SEA IgG4TO A 0,201 0,159 0,225 * 0,201 *
B 0,849 0,483 0,683 * 0,849  *
C 0,378 0,127 0,440 0,050 0,215 0,493

SWAP IgGI TO A 0,04400 0,00300 0,00424  * 0,04400  *
B 1,811 0,359 0,508 * 1,811 *
C 0,705 0,284 0,943 0,052 0,148 1,387

SWAP IgG4T0O A  0,14325 0,00325 0,00460  * 0,14325 *
B 0,2150 0,0405 0,0573 * 02150 %
C 0,521 0,239 0,792 0,025 0,111 0,697

SEA IgG1 T12 A 2,9800 * * *2,9800 *
B 2,4145 * * * 24145 *
C 0,376 0,247 0,889 0,044 0,135 0,259

SEA IgG4T12 A 0,85300 * * *0,85300 *
B 2,6595 * * *2,6595 *
C 1,123 0,382 1,376 0,009 0,019 2,861

SWAP IgG1 T12 A 1,6700 * * * 1,6700 *
B  0,23800 * * *0,23800  *
C 0,3301 0,0943 0,3402 0,0833 0,1395 0,6055

SWAP IgG4 T12 A 0,006500 * * *0,006500  *
B 0,071500 * * *0,071500  *
C 0,2095 0,0842 0,3035 0,0238 0,0600 0,3710

Results for DESFECHO = PN

Variable @ IDADE Mean SE Mean StDev Ql Median Q3
SEA IgG1 TO A 0,881 0,396 0,792 0,191 0,756 1,697

B 2,140 0,240 0,898 1,581 2,023 2,873

C 0,981 0,132 0,816 0,389 0,719 1,195

SEA IgG4TO A 0,201 0,115 0,230 0,039 0,120 0,444
B 1,182 0,238 0,891 0,215 1,197 1,776
C 1,666 0,176 1,088 0,414 1,963 2,500

SWAP IgGI TO A 0,586 0,318 0,636 0,042 0,483 1,232
B 1,055 0,282 1,092 0,188 0,518 1,373
C 0,950 0,129 0,826 0,200 0,641 1,621

SWAP IgG4 TO A 0,181 0,127 0,254 0,020 0,076 0,448
B 03246 0,0798 0,3090 0,2000 0,2345 0,3590
C 0,726 0,102 0,654 0,165 0,621 0,937

SEA IgG1T12 A  0,0679 0,0375 0,0750 0,0196 0,0377 0,1462
B 1,445 0,367 1,218 0,392 1,253 2,953
C 0,686 0,127 0,832 0,128 0,250 1,095

SEA IgG4T12 A 0,0101 0,0182 0,0365 -0,0169 -0,0015 0,0488
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B 0,613 0,287 0,953 0,102 0,197 0,402
C 1,265 0,180 1,181 0,295 0,618 2,538

SWAP IgGI T12 A 0,0735 0,0190 0,0379 0,0336 0,0880 0,0989
B 0,313 0,152 0,506 0,112 0,214 0,279
C 0,7596 0,0988 0,6326 0,2178 0,6095 1,1783

SWAP IgG4 T12 A 0,01188 0,00836 0,01671 -0,00562 0,01775 0,02350
B  0,0363 0,0218 0,0724 0,0060 0,0145 0,0325
Cc 04177 0,0745 04772 0,0910 0,1875 0,7250

Results for DESFECHO = PP

Variable @ IDADE Mean SE Mean StDev Q1 Median Q3
SEAIgG1 TO A 1,314 0,929 1,315 * 1314 *

B 1,640 0,373 0,834 0,857 1,500 2,494

C 1,337 0,291 1,009 0,721 1,014 1,592

SEA IgG4TO A 0,555 0,325 0,460 * 0,555 *
B 2,431 0,460 0,919 1,498 2,820 2,977
C 1,304 0,204 0,708 0,575 1,444 2,010

SWAP IgGI TO A 0,236 0,148 0,210 * 0,236 *
B 1,771 0,467 1,143 0,816 1,761 2,878
C 0,928 0,224 0,838 0,147 0,589 1,555

SWAP IgG4 TO A 0,287 0,246 0,348 * 0,287 *
B 0,642 0,299 0,733 0,213 0,350 1,124
C 0,616 0,146 0,545 0,138 0,431 1,217

SEA IgG1T12 A 1,313 0,742 1,050 * 1,313 *
B 1,253 0,336 0,888 0,508 1,100 1,952
C 1,255 0,339 1,221 0,394 0,601 2,335

SEA IgG4 T12 A 1,062 0,574 0,812 * 1,062 *
B 2,355 0,395 1,044 2,089 2,330 3,237
C 1,803 0,366 1,320 0,437 1,921 3,206
SWAP IgG1 T12 A 0,311 0,210 0,297 * 0,311 *
B 0,789 0,179 0,474 0,427 0,607 1,051
C 1,077 0,278 1,004 0,384 0,761 1,485
SWAP IgG4 T12 A 0,02375 0,00675 0,00955  * 0,02375  *
B 0,367 0,277 0,732 0,029 0,084 0,206
C 0,444 0,220 0,795 0,043 0,132 0,437
PARTE 2

Obs.: Considerando a dire¢ao dos resultados de SEA ¢ SWAP, foram estabelecidos dois desfechos: 0
= resultado em T12 > T1 (fracasso); 1 =resultado em T12 < T1 (sucesso).

Results for: Worksheet 6
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Tally for Discrete Variables: SEA IgG1d
SEA IgG1ld Count Percent
0 65 3571
1 117 64,29
N= 182
Tally for Discrete Variables: SEA IgG4d
SEA IgG4d Count Percent
0 73 40,11
1 109 59,89
N= 182

Tally for Discrete Variables: SWAP IgG1d

SWAP IgGld Count Percent
0 77 4231
1 105 57,69

N= 182

Tally for Discrete Variables: SWAP IgG4d

SWAP IgG4d Count Percent
0 42 23,08
1 140 76,92

N= 182

Tabulated Statistics: IDADE; SEA IgG1d
Rows: IDADE Columns: SEA IgG1d

0 1 Al

A 9 13 22
40,91 59,09 100,00
13,85 11,11 12,09
4,95 7,14 12,09

B 16 20 36
44,44 55,56 100,00
24,62 17,09 19,78

8,79 10,99 19,78

C 40 84 124
32,26 67,74 100,00
61,54 71,79 68,13
21,98 46,15 68,13

All 65 117 182
35,71 64,29 100,00
100,00 100,00 100,00
35,71 64,29 100,00

Tabulated Statistics: IDADE; SEA 1gG4d
Rows: IDADE Columns: SEA IgG4d
0 1 Al
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A 5 17 22
22,73 77,27 100,00
6,85 15,60 12,09
2,75 9,34 12,09

B 11 25 36
30,56 69,44 100,00
15,07 22,94 19,78
6,04 13,74 19,78

C 57 67 124
45,97 54,03 100,00
78,08 61,47 68,13
31,32 36,81 68,13

All 73 109 182
40,11 59,89 100,00
100,00 100,00 100,00
40,11 59,89 100,00

Tabulated Statistics: IDADE; SWAP IgG1d
Rows: IDADE Columns: SWAP IgG1d
0 1 Al

A 11 11 22
50,00 50,00 100,00
14,29 10,48 12,09
6,04 6,04 12,09

B 9 27 36
25,00 75,00 100,00
11,69 25,71 19,78
4,95 14,84 19,78

C 57 67 124
45,97 54,03 100,00
74,03 63,81 68,13
31,32 36,81 68,13

All 77 105 182
42,31 57,69 100,00
100,00 100,00 100,00
42,31 57,69 100,00

Tabulated Statistics: IDADE; SWAP IgG4d
Rows: IDADE Columns: SWAP IgG4d
0 1 Al

A 8 14 22
36,36 63,64 100,00
19,05 10,00 12,09
4,40 7,69 12,09
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B 3
8,33
7,14
1,65

C 31
25,00
73,81
17,03

All 42
23,08
100,00
23,08

33 36

91,67 100,00
23,57 19,78
18,13 19,78

93 124

75,00 100,00
66,43 68,13
51,10 68,13

140 182
76,92 100,00
100,00 100,00
76,92 100,00
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14.2. APENDICE 2 -Producées resultantes da execuciio da tese
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Abstract

Background

In some tropical countries, such as Brazil, schislosomiasis conlrol programe have led o a
significant reduction in the prevalence and parasite burden of endemic populations. In this
setting, the Kato-Katz tachnique, as the standard diagnostic method for the diagnosis of
Schistosoma mansoni infections, which involves the analysis of two shdes from one fecal
sampla, loses its sensilivity. As a result, a significant number of infecied individuals are nol
detactad. The objective of this study was to parform extansive parasitological testing of up
to three fecal samplas and include a rapid urine test {POC-CCA) in a moderate prevalance
area in Northern Minas Gerais, Brazil, and evaluale the parformance of each lest separately
and in combination.

Methods and findings

A total of 254 individuals wera axaminad with variants of the standard Kato-Katz technigue

{up to18 Kalo-Kalz slides prepared from three fecal samples), a modified Helmintax (20 g of
feces), the saline gradient (500 mg of feces), and the POC-CCA meathods. We established a
refaranca standard taking inlo consideration all the posilive results in any of the parasitologi-
cal exams. Evaluation of the parasite burden by two Kalo-Kalz slides confirmead that most of
tha individuals harbored a light infection. When additional shdes and diterant parasitological

FLOS Meglected Tropical Diseaseas |

February 22, 2NE 1122

169



@ PLOS ‘ TROPICAL DISEASES

Diagriosis of schslnsomiasis in individials with low parasie joad

Amparn & Pesquiza de Minss Geras (FAPEMIG),
within the program to suppart resesrchers from
the State of Minas Geras, Brazil (PP program).
EMG recetved afdfional financizl support from the
Wi Helth Organizstion, TOR Program [Smal
Girants Scheme, #4-8532015). The funders had no
ol i study design, data collection and analysls,
dectsion to publish, or preparaton of e
manstrigt

Competing inferests: The authors have declared
that na competng nterests mist

methods were included, the estimated prevalence rase 2.3 times, from 20.4% to 45.8%.
The best sensitivity was oblained with the Halmintex mathod (84%). All parasitological
methods readily detected a high or moderate intensity of mbection; howaver, all los! their
high sensitivity in the casa of low or very low intensily infections. The overall sensitivity of
POC-CCA (B4.9%) was similar to the six Kato-Katz slides from three fecal samples. How-
ever, POC-CCA showed low concordance (K = 0.34) when compared with the reference
standard.

Conclusions

The recommended Kato-Katz method largely underestimated the prevalence of 5. mansoni
infection. Because the best parormance was achieved with a modified Helmintax method,
this technique might serve as a more pracise reference standard. An extendad number of
Kato-Katz slides in combination with other parasitological methods or with POC-CCA was
able to detect more than 80% of egg-positive individuals; however, the rapid urine test
(POC-CCA) produced a considerable parcantage of false positive results.

Author summary

Human infection with the flatworm Schistosoma mansoi continues to bea public health
problem in many tropical countries, including Brazil. The parasitological method recom-
mended by the Waorld Health Organization for the detection of intestinal schistosomiasis,
the Kato-Katz method (KK), underestimates the prevalence of the infection in endemic
areas with reduced parasite burden. When extensive and supplementary parasitological
exams were performed, the prevalence of schistosomiasis in the examined population
increased 2.3 times. Additional KK slides and other parasitological methods, such as saline
gradient and Helmintex, allowed us to establish a strong reference standard that was used
to assess the parasitological tests and the rapid urine test for the detection of the circulat-
ing cathodic antigen of 5. mansoni (POC-CCA). All tests readily detected the presence of
the flatworm in individuals with medium to high parasite leads. The Helmintex method
showed the best performance as it detected almost 84% of all infected individuals. A vari-
ant of the standard KK method, involving six fecal smears from three stool samples,
detected two-thirds of all infections, thus having a performance comparable to that found
with the POC-CCA. A combination of this variant KK method with the POC-CCA may
be a field-applicable alternative to improve the diagnosis of 5. mansoni infections in indi-
viduals with low parasite loads in endemic areas.

Introduction

Recent estimates of helminth infections indicate the existence of more than one billion
infected individuals in underdeveloped areas of Africa, Asia, and in Central and South Amer-
ica [1]. Among the different trematode species infecting humans, schistosome species are the
parasites with the highest impact on public health, affecting more than 240 million individuals
and with 700-800 million people living at risk of infection [2-4]. In sub-Saharan Africa,
approximately 280,000 deaths per annum have been attributed to schistosome infections and
their clinical complications [3]. In Brazil, the only schistosome species transmitted among the
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human population is Schistosoma mansoni and estimates vary between 1.5 and 6 million
infected individuals [1, 6, 7, &, 9].

Since the implementation of the National Schistosomiasis Control Program (NSCP) in the
19705 and decades of consequent chemotherapeutic interventions, the Brazilian health author-
ities reported significant improvements in terms of transmission, prevalence, and parasite load
in the country’s endemic regions, especially in the states of Minas Gerais and Bahia [10]. In
this new epideminlogical scenario, most of the infected individuals in endemic areas harbor
low parasite loads and are very unlikely to be detected with the commaonly used parasitological
methods [11,12].

The Kato-Katz method (KK) [13] is recommended by the World Health Organization
(WHO) as the standard method for the detection of 5. mansoni infection [14-16]. It is very
efficient in individuals with high to medium parasite loads, e.g. more than 100 eggs per gram
of feces, but shows reduced sensitivity in individuals with low parasite loads. As a consequence,
the real prevalence in an endemic setting may be significantly underestimated and that has led
to shortcomings in the control of schistosomiasis in these aveas [17-20]. An important result
of the NSCF was a significant reduction in the number of severe clinical cases and deaths due
to 5. mansoni infection [21, 22]. However, the failure to correctly identify all or most of the
individuals with low parasite burden by the standard parasitological approach (1 or 2 KK
slides) has contributed to the continuation of 5. marsoni infection, with accompanying con-
tamination of the environment, especially the water bodies, and hence, allow reinfection in
endemic areas. Therefore, if new WHO guidelines about the elimination of schistosome infec-
tions in the world are sought to be achieved [16], new and more sensitive methods, apart from
the standard KK test, will have to be applied.

Due to the reduced performance of the KB method for the diagnosis of 5. mansoni infection
in areas with low endemicity, new parasitological methods have been developed such as saline
gradient [23] and Helmintex [24]. Even immunological methods have been re-evaluated in
order to improve detection of 5. wunsoni infection in endemic populations [25-27]. As an
alternative to enhance the specificity of immunological methods for the diagnosis of schisto-
some infections, some assays focus on the detection of parasite-secreted antigens in serum or
urine samples of infected individuals [28]. Indeed, circulating cathodic antigens (CCA) of 5.
snansoni are released into the circulation by juvenile and adult schistosomes and the levels of
these antigens correlate with the worm burden, thus indicating active infection [29-31]. Based
on these initial studies, a rapid antigen test, the Point-of-Care-CCA rapid test (POC-CCA) was
developed and is commercially available. It detects the circulating antigen in urine samples
and has a higher sensibility than the standard KK method when it was evaluated in schistoso-
miasis endermnic areas in Africa [32-35]. However, most of these studies were restricted to
Africa and they only compared the POC-CCA reactivity in urine samples with parasitological
results obtained with the standard KX method and using this method as the reference standard
[25]. Since the KK method is not sensitive enough to identify individuals with low parasite
burden and serve as a ‘gold standard’, the real efficiency of the POC-CCA to detect 5. marnsoni
infection in endemic populations remains to be validated in relation to more sensitive parasi-
tological, molecular, and serological methods.

In the present study, we performed a combination of aliernative parasitological methods to
detect more precisely intestinal schistosomiasis in an endemic area in Brazil. The thorough
parasitological investigation allowed us to implement a new reference standard to detect active
5. marsoni infection and to evaluate each of the parasitological methods for its performance
and accuracy. Moreover, we analyzed the potential of POC-CCA rapid urine test as an alterna-
tive for time-consuming parasitological exams in detecting individuals with low parasite
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burden commonly found in endemic areas subjected to long-term chemotherapeutic
interventions.

Materials and methods

Ethics statement

The present study was approved by the Ethics Committee of the Research Center René Rachon—
FICCRUZ and all project details have been registered on the Brazilian Flatform for Research with
Human Subjects (Plataforma Brasil) under the following number: CAAE#21824513.9.0000.5091.
Before any research activities, the local health authorities were contacted and agreed to collaborate
with the researchers from the different institutions. All enrolled participants were required to sign
an informed consent form. Parents or legal guardians signed the informed consent when minors
were involved.

When the parasitological results were positive, the relevant individuals were informed and
received free oral treatment at the local health clinic. Schistosomiasis: praziquante] (40 mg/kg
for adults and 60 mg/kg for children); intestinal helminths: albendazole (400 mg); profozsan
parasites: metronidasole (250 mg/2xf 5 days).

Study area and population

The study was conducted in a rural area of the district of Brejo do Ampara, Municipality of
Januaria (51 Fig Supplemental Information), located in the northern part of Minas Gerais
State, Bragil, approximately 600 km from the capital Belo Horizonte. The community is located
along the margins of the Tocantins brook and consists of roughly 270 individuals in total. In
local meetings and house-to-house visits, the project was explained to all interested inhabi-
tants, and stool exams were offered. A family-based socio-economic questionnaire was applied
to gather information on household construction, water supply, sanitation, and other socio-
economical aspects. Also, an individual questionnaire was used to record demographic and
occupational information and to indicate previous dinical conditions that might be relevant
for the research. Based on past interventions carried out by the local health authorities respon-
sible for schistosomiasis control, a prevalence of 5. mansoni infection between 15-20% was
expected in this area. According to these authorities, no schistosomiasis control interventions
had been performed in the localities during the last two years before the beginning of the pres-
ent study.

Collection of biological samples and laboratory procedures

Participants were asked to provide a urine sample and three fecal samples, which were col-
lected on consecutive days. Fecal samples were brought to the field laboratory in Januiria to be
processed by the different parasitological methods. The flow diagram in Fig 1 shows the total
number of samples analyzed by each parasitological test and the results obtained with the
rapid urine test (POC-CCA). At least 50 grams of feces were collected with the first fecal sam-
ple using a 500 ml plastic container, which is sufficient for a complete fecal evacuation. The
fecal samples collected in the following days were small and, therefore, 80 ml plastic cups were
used.

Variants of the standard KK technique [13] were perfomned by preparing 14 slides with the
first fecal sample and two slides for the second, and third samples. Slides were examined under
the microscope (100x) for the presence of 5. mansoni eggs and other intestinal helminths. The
exams were conducted by experienced microscopists at the Centro de Pesquisas René Rachou
and the Universidade Federal de Minas Gerais. At least 15% of all slides had their reading
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Population
(n=270)
Exclusion
(n=15)
: ]
Questionnaires Fecal Samples Urine
(n=229)
[ I 1
Helmintex Saline KATO- HPJ POC-CCA
(n=218) Gradient KATZ Method (n=228)
(n=197) (n=249)
5PL1 SPL1 SPL1 SPL1 SPL1-3
K1-K2 K1-KE K1-K12 K1-K14 K1-K2
(n=235) (n=214) (n=212) (n=214) (n=188)

Fig 1. Flowchart describing the warkflow for the diagnosis of intestinal schish asks in an endemic population
within the district of Brejo do Ampara, Januaria, Minas Gerais, Brazil. Fecal samples were examined with the Kato-
Katz technigue with ane fecal sample and two (SPLI K1:K2), six (3PL1 Ki:Ki), 12 {5FL1 K1:K12), and 14 thick-
smears (SPL1 K1-K14), or with three fecal samples with two slides each (SPLL-3 K1-K2), saline gradient, Helmintex
and spontansous sedimentation technique (HP[L Funtber, individual urine samples were analyzed with the paint-of.
care rapid urine test (POC-0CA ) that detects the circulating cathodic antigen of Schists The hers in
brackets indicate the number of individuals tested with each method.

confirmed by a second microscopist, after random selection. The intensity of infection was cal-
culated by determining the mean number of 5. mansoni eggs found in each slide and multiply-
ing the mean obtained by 24 to determine the number of eggs per gram of feces (EPG).
According to the World Health Organization [14], the intensity of 5. marnsoni infection can be
categorized as light {1-99 EFG), moderate (100-399 EPG), or heavy (=400 EPG). The sponta-
neous sedimentation method [37] was used to evaluate the presence of protozoan parasites in
fecal samples.

Mext, a subsample was taken from the first fecal sample and processed following the saline
gradient technique and a modified Helmintex method. For the saline gradient method [23], 2
suspension of 500 mg of feces was subjected to a slow flow of a 3% saline solution during one
hour. Subsequently, the supernatant was removed and the sediment was placed onto micro-
scope slides to search for 5. mansoni eggs. The modified Helmintex method was performed as
described by Favero and colleagues [38]. Brietly, 30 grams of feces from the first fecal sample
were suspended in 70% ethanol, treated with detergent (Tween-20), subjected to repetitive fil-
tration and sedimentation steps, the addition of a solution with magnetic particles, and the
separation of 5. mansoni eggs using a magnetic field. Finally, the free suspension was discarded
and the attached particles, which formed the final sediment, were mixed with 3% ninhydrin
solution and transferred onto microscope slides to search for 5. mansoni eggs [33].

As mentioned above, each participant was also asked to provide a urine sample to perform
the rapid urine test (FOC-CCA, Rapid Medical Diagnostics, Pretoria, South Africa) and detect
the circulating cathodic antigen of 5. mansoni. To this end, first-mormning urine samples were
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collected, ransferred to the field laboratory in Janudria, aliquoted in 10- 15 mi samples, and
stored at -20°C until further testing. The test followed the manufacturers” guidelines, and was
read 20 minutes after addition of the urine sample and baffer solution. Test results were scored
as negative if the circulating cathodic antigen band was absent. Positive results were scored as
trace (very light band), weak (+), medium (++) and strong {+++) depending on the intensity
of the circulating cathodic antigen band [2&, 29]. Cases with trace results for the circulating
cathodic antigen of 5. mansoni were considered as positive. The tests were scored indepen-
dently by two investigators. In case of contlicting results, a third investigator was consulted.

Statistical analyses and performance of the parasitological methods

Analyses were performed using Open Epd, version 3.03 and GraphPad Prism. version 5.0. In
order to evaluate the performance of the different diagnostic tests, a “Reference Standard” was
established, which included all positive results (visible eggs) from any of the parasitological
methods used (18 KK slides, saline gradient, and Helmintex). Normal distribution of the data
was verified by the Shapiro-Wilk test. For non-parametric data and categorical variahles, the
Chi-square test was used. To compare the means for continuous variables, the Manny-Whit-
ney U-test and Kruskal-Wallis test were used, with a p-value < 0.05 considered significant.
The overall prevalence of 8. mansoni infection in the endemic area was calculated by the num-
ber of egg-positive individoals found in any of the parasitological exams, as defined by the
“Reference Standard”, divided by the total number of participants. To compare the perfor-
mance and accuracy of each method, we caloulated the sensitivity, specificity, positive (FPV)
and negative predictive values {NFV), and concordance (kappa index). To evaluate the degree
of concordance between the different methods, the kappa index (), which varies from 0 to
1.0, followed the following categorization: no agreement if k-<0.01; bad if 0,01 <k <020 weak
if 021 <w< 0.40; moderate if 0.41 <k=0.60; good if 0.61 < «<0.80, and excellent agreement if
k>0.81 [40]). The relationship between the intensity of infection, as determined by the mean
EPG value of two slides from the first fecal sample and the semi-quantitative intensity of
POC-CCA results was examined by the Spearman’s rank correlstion test.

Resuilts
Characterization of the study population

As shown in Table I, the parasitological study included 257 individuals, of which 122 were
male (47.5%) and 135 female (52.5%). Age of the participants ranged from 2-88 years, with a
mean age of 34.9 years (SD +X2.6) and a median age of 32 years (interquartile range 15-51
years). The number of individuals was equally distributed throughout the different age growps.
The study population was of low income and educational level: 90% of adult individuals
earned minimum Brazilian wages, and almost 80% had only elementary education or less. The
primary drinking water source is the local brook (60% of the residences) and the domestic sew-
age receives no treatment.

The initial fecal analyses performed with the saline gradient and the standard KK (two
slides) methods revealed that 85 individuals were positive for protozoan cysts and 81 individu-
als eliminated helminth eggs in the fecal samples (Table 2). The most prevalent helminthic
infections were intestinal schistosomiasis {20.4%) and hookworm (9.8%). The mean number
of 5. mansoni eggs in infected individuals was 210 £ 645.8 EPG. Among these 48 infected indi-
viduals, most {66.7%: n = 32) had a low parasite load of less than 100 EPG, 25% (n = 12) had a
moderate infection, and 8.3% were heavily infected (Eig 24). There was no statistically signifi-
cant association between the prevalence and the intensity of schistosomiasis with gender. Also,
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Table 1. Selected socio-econnmic parameters and densographics of the stody population in a rural community of Brejo do Amparo, lanwdriz, Minas Gerads, Brazil.

Variahles

Total N (%) Prevalemce (%) Parasite Load feces

(Means +5I¥)

Categary

Income [ Brazilian minimum wage) '

Sewage system b

28 [ 18.6) 73 HGa38 ]
1130 A5 [18.8) 3.7 155048799
=40 &l [ 26.6) rrk ] LA
A1-80 60 (26.2) 154 62473
X7 (11.8) B3 T340
= | salary 19 (35.9)
1= salaries 16 (30.1)
= 1 salaries 15 [ 34,00
Budimentary cespoal AT (&8.6)
Doz miot know oF No answer &{11.4)

M arighle evaluated by a questionnaize applied to each participant (n = 224)

P ariable evaluated by a questionnaire applied to each participant {n = 207). Children under & years of age were excluded from the analysis

M arighle evalusted by o questioenaire applied to the participants” families (n = 53 residences).

[d) Parasite loads in males and females and in each age growup are indicabed as mean eggs per gram of feces + standard deviation(SI¥), as determined by two KK slides
fram one fecal samiple fior each egg-paositive indinvidual

Inttpesd¥diod. org 1 0.1 33 1 how meal . DOGE232 10

the intensity of 5. mansoni infection was similar among individuals of different age groups (Fig
1B).

Comparison of different methods for the diagnosis of schistosomiasis

To evaluate the sensitivity of the technique recommended by the WHO (two KK slides from
one fecal sample) and other parasitological tests to identify 5. mansoni infection, we performed
thorough parasitological examinations using three fecal samples. Moreover, urine samples col-
lected from the participating individuals were tested for the circulating cathodic schistosome
antigen using the rapid urine test {POC-CCA), as described above.

The inclusion of additional parasitological methods for schistosome diagnosis resulted in
the detection of a much higher number of infected individuals within the study population
(Table 3). The apparent prevalence rose from 20.4 to 29.9%, when the number of KK slides
was increased from two to 14 slides, or to 38.3%, when we used two slides prepared from each
of the three fecal samples. Other parasitological methods that used a higher amount of fecal
matter, such as the saline gradient and Helmintex, also detected a higher number of 5. puan-
somi-infected individuals (Table 3). Overall, and taking into consideration the results of all the
parasitological methods (reference standard), the prevalence of intestinal schistosomiasis
reached 45.9%, which represents a 2.3 times increase in relation to the WHO's recommended
standard KK procedure. The reference standard was used to evaluate the efficacy of each of the
diagnostic methods tested. For the fecal technigues, the best performance was obtained with
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Table 2. Prevalemce of Schistosoma mansoni infection and other intesting] parasites in a rural community of the
Municipality of Janniria, Minas Gerads, Brazil.

Number of infected Prevalence (Cl 95%)

12.5 (R6=172)

5.2[28=08)

L [04-4.1)

0.4 [0.01=23)

345 (2H.4-409)

Hookworm 08 (6.5-14.5)

Stromgploides stercoralis 0.4 [0.01=23)

Coinfection (5. mousoni + Protozoa) 12.1 (B6=14T)

* Positive for Sohistosomen manson, as determined by two KK slides from one fecal sample.
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the modified Helmintex method, which identified schistosome eggs in feces of 88 individuals
(40.4% of prevalence). This parasitological method showed a high sensitivity (86.6%) and the
highest degree of concordance in relation to the reference standard (kappa = 0.84) (Table 3).
The analysis also demonstrated that the sensitivity of the KK method increased from 41.4%
with two slides from one fecal sample to up te 66.7% with six slides from three fecal samples.
In comparison, if only one fecal sample was processed, the sensitivity remained around 60%,
even when the nomber of examined slides was increased to 12 or 14 (Lable 3 and Fig 3). The
improved performance of the KK method due to an increased number of examined slides (14
slides) or increased sampling effort (three fecal samples) is shown in Fig 3.

Fig 4 shows the prevalence of 5. mansoni infection for the different age groups and as a
function of the parasitological methods, e.g. the standard KK method (2 slides from one fecal
sample) versus the reference standard (18 Kato-Katz slides, saline gradient, and Helmintex).
Using the reference standard, we found that children and young adults (11-20 vears of age)
had the highest prevalence (55%) for 5. mansoni infection. In contrast, the prevalence was
reduced to less than 50% in the other age groups, being further reduced in the elderly (alder
than &0 years of age). Importantly, the prevalence found in each age group, considering the
combination of all parasitological exams (reference standard), was 1.7 to 4.7 times higher than
the prevalence obtained with the recommended two KK slides from one fecal sample (Eig 4).

Classification of infected individuals and performance of the different
parasitological methods according to the parasite load

The parasite load in 5. marsoni infected individuals was determined by counting the eggs
found in two KK slides from one fecal sample and converting the counts in eggs per gram of
feces (EPG), according vo standard procedures recommended by the WHO [14]. We assigned
an EPG value of 1 for the individuals who were not detected by two KK slides, but who were
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Fig 2. Clasification of Sdisfezoma infected individuals according to their parasitic load. A: Individual egg counts of one fecal

samyple analyzed with two Kato-Katz slides and cdasification of egg-positive individuals sccording to their parasite load. Infection intensity was
determined by the number of eggs per gram of feces (EPG) and was classified as light (1-99 EPG, triangles), moderate (100 359 EPG, squares)
or besvy | 400 EPG, circles). Individual EPG values are plotted an a logarithmic scale and the borizoatal bars indicate the mean EPG vabae in
each category. B: Boxplots showing the madian, interquartile ranges, and 55% intervals of the parasite load (EPG) by the different age groups
and indicated on a logarithmic scale. Maon-parametric Knaskal - Wallis test revealed no statistical significance between age groups (p = 0.05).
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found positive when additional slides were analysed or when other fecal exams were used.
Thus, we classified 102 individuals with a light parasite load (EPG: 1-99), 12 individuals with a
moderate parasite load (EPG: 100-399), and four individuals with a heavy parasite load (EPG:
400 or more). Therefore, most of the infected individoals within the studied population had a
light parasitic infection.

Mext, we analyzed the performance of the parasitological methods in relation to the parasite
load, with the individuals with a light infection being arbitrarily divided into three subgroups
(Table 4). All the diagnostic methods readily detected individuals with heavy to moderate
infections. On the other hand, the diagnostic methods decreased their sensitivity to detect
individuals with a low parasite load, especially in fecal samples with less than 12 EPG. In this
case, the best performance of the KK method (SPL1-3 K1-K2) reached a sensitivity of only
40%. In the group with a very low parasite load, the saline gradient and the rapid urine test had
sensitivities of 33.9 and 50.8%, respectively. The Helmintex method showed the highest sensi-
tivity for the group with very low parasite load (84.1%).

Takble 3. Performance of different parasitological and i t wgraphi thads fior the detection of intestinal schistosomiasks in comparison with the ref-
erence standard (18 Kato-Katz slides, saline gradient, and Helmintex).

Method

 me [ wiwesn 036(0.48-067)
s | sowssen 038 046-070

0.46 0.34-0.58)

BL9 (55.6-T01) 034 (0 22-0.47)

Data shows the prevalence, sensitivity, and kappa index of concordance for the Kato-Katz technique obtained with the analysis of one fecal sample using two (SPL1
K12}, six {SPLL K1-Ea), 12 (SPLI K1.K12), and 14 slides (SPL1 K1-K14), or obtained from two slides prepared from each of three fecal samples (SPLL-3 K1.K2), or
obtained with the saline gradient, Helmintex, or with POC-OCA methods.
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Fig 3. Prevalence of intestinal echistosomdasks and sensitivity of the Kato-Katz method, according to the namber
of examined slides and stoal samples. Prevalence of Schistozonms mansew infection (whide barsh, as determined by the
anabysis of ane fecal sample with two (SPL1 KL-K2), six (SPLLK1-Ka), E2(SPLE K1-K12) or 14 slides (3PL1 K1-K14),
or ohilained with the analysis of two slides prepared from each of thires fecal samples (SPLL-3 K1-B2)L The sensitivity of
the different numbers of Kato- Kaiz slides examimed (black bars) was calculated in relation 1o the reference standard,
which included the combined resalis of 18 Kato-Katz dides, the saline gradient, and the Helmintex methods.
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Performance of the POC-CCA as diagnostic method for intestinal
schistosomiasis
The POC-CCA identified 108 out of a total of 228 individualk as infected, which resulted in a

prevalence of 47 4% and a sensitivity of 64.9%, when compared with the reference standard
(18 Kato-Katz slides, saline gradient, and Helmintex). The sensitivity of the POC-CCA was

-+ Reference Test
Kato-Katz (SPL1 K1-K2)

Prevalence [%]

<10 1120 2140 4160 >60
Age Group [years]

Fig 4. Prevalence profile of intestimal schisy Iz in an endemic population divided by different age groups
according to the different parasitological methods. Black circles indicate the prevalence profile in the population
considering the sam of all parsitological methonds weed {reference standard: 18 Kato- Katr slides, saline gradient, and
Helmintex); grey squares indicate the prevalence profile conssdering the recommended rwo KK slides from ane facal
sample. Prevalence values (%) for each age group are indicated.
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Tahble 4. Sensitivity of different diagnostic methods for the detection of intestinal schistosomiasis considering the parasite load, as defined by egg counts of two
Eato- Katz slides.

Classification by Parasite Load (EPG value)
Sensitivity (%) of each diagnostic method

SPLIK1K2

ek | wonww | wequn | wewes | wosom | meoe
SPLLI KL K2
" wooawn |y | osewsen | soasay |

Data show the sensitivity (%) of each diagnostic method and the number of individuals detected positive for intestinal schisinsomiasis versus the total number of
examined individuals (in brackets), according 1o parasite load classification. Individuals with a light infection were arbitrarily divided into three sabgroups with egg
counts af 99-50 agpe per gram of feces (EPG), 49-12 EPG, and less than 12 EPG.

superior to the saline gradient and comparable to the results obtained with six KK slides from
three fecal samples. However, the kappa index of the urine test was considerably lower than
that obtained with the other parasitological tests (Table 5).

The performance of the POC-CCA is illustrated in Fig 5. The visual scores ranged from
negative to trace, weak (+), moderate (++), and strongly positive (+++). with trace results con-
sidered a positive reaction for 5. sansoni infection, as recommended by the manufacturer (Fig
5A). Comparing the POC-CCA result with the other parasitological analyses, we observed
that, of the 139 negative individuals in the parasitological tests, only 116 participants provided
urine samples for the POC-CCA test. Of these individuals, 81 (70%) were also found not reac-
tive (negative) in the urine test. However, 33 urine samples {28%) from the individuals found
negative by the other parasitological tests showed a trace reaction and another two samples
(1.7%) of parasitologically negative individuals had a weak positive result (+) {Eig SE). Among
these 35 individuals, only four (11.4%) individuals had a hooloworm infection and eight
(22.9%) individuals presented with protozoan cysts in their feces.

From 118 individuals found pesitive for 5. mansoni eggs in any of the parasitological exams
(reference standard), 112 participants provided urine samples. Out of these 112 samples, 73
(65%) were tested positive for the circulating cathodic antigen of 5. marsoni and were in

Table 5. Performance of the rapid wrine test for circulating cathodic antigen of Schigtosoma mansand [POC-CCA), a5 comspared with the reference standard of a pos-
itive result in any of the wsed parasitological methods.

Method TP | FP | TN | PN Prevalence % Sensitivity% | Specificity | PPV (%) NPV (%) Kappa
{m positives/ n total} (C195%) (1 95%) (01 95%)

POCCCA™ | 30 | 2 | 14 | @2 140 W 83 a8 w2 038 {0L17-0.35)
{m = 32 of 234) (10.5-35.7) (959998 | [TO99R3) | (512-809)

The POWC- CCA test was evaluated considering trace results as a positive resualt (* ), as indicated by the manufcturer, or considering trace results & a negative result ()
The data shonw the number of true pasitive {TF), false positive (FP), true negative {TM), and false negative [FN) individuals, as well as the prevalence (%), sensitivity,
specificty, and kappa index, together with the respective confidence intervals (CI), of concordance of each test.

hittpe.¥diol.org10.1 371 joumal prid. 0006232 1005
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Fig 5. Perfarmance of the rapid wrine test (POCCCA) for the disgnosis of Schistossma manseni infectbon. A:
Phodograph showing the different reactbons possible with the POC-OCA- negative, trace, weak (+), medium (++) and
strang {+++). Bz Distribution of the POCAOCA results in individuals from an endemic area classified as negative (n = 116)
or positive (n = 112) for . mansoni infection by extensive parasitological testing (Reference standard: 18 Kato- Katz shides,
saline gradient, and Helmintex); total n = 228). Data indicate the percentages of POC-CCA reactivities in each group of
parasitologically negative or pasitive individuals. Red drdes indicate discordant results in comparison with the reference
stamdard (false positive: 28 and 2%; or false negative: 35%)

""" iy

agreement with the results of the other parasitological exams. The results were classified as trace,
weak (+). medium (++), or strongly positive (+++) in 43 (38%), 17 (15%), 10 (9%), and three
(3%) of the examined urine samples, respectively (Fig 5B). In contrast, 3% urine samples (35%)
from egg-positive individuals were not reactive in the urine test and, therefore, were misclassified
as uninfected (false negatives). Interestingly, the mean EPG value from these missclassified indi-
viduals was considered as very low (mean EPG: 4.3; minimum: 1 EPG, maximum: 36 EPG).

Out of the 73 samples that were positive according to the reference standard and in the
POC-CCA, 59 (81%), 10 (14%), and four (5%) individuals were considered to have a light, moder-
ate or high parasite load, respectively. A significantly positive correlation was found between the
scores of the POC-CCA and intensity of infection, as determined by individual EPG values
(R = 0537; p=0.0001). The agreement between POC-CCA and the reference standard, as the sum
of all parasitological exams, showed a low concondance (i = 0.34), which was even lower when
trace results in the urine test were considered as a negative result (k = 0.25) (see also Table 5).

Combination of methods for an improved diagnosis of intestinal
schistosomiasis

Since the KK method is the recommended technique for the diagnosis of intestinal schistoso-
miasis [ 14], we compared the combination of more KK slides and fecal samples with the
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Table . Prevalence, sensitivity and specificity of different diagnostic tests when combined with the Kato- Katz method, as compared with the reference standard
(18 Kato-Katz slides, saline gradient, and Helmintex).

Combination of Dizgnostic Methods Prevalence (%) el tests (%} Combined specificity parallel tests (%)

SPL1 K1-Ké + GRAD

SPL1 K1-K: + HTX

SPL1-3 K1-K2 + HTX

SPL1 K1-K2 + POCAOCA

SPL1 K1 K + POCAOCA . LR

SPL1-3 K1-B2 + POC-OCA GAE

The Kato-Kaiz method with an increasing namber of slides or fecal samples was combined with the saline gradient (GRAD), Helmintex (HTX) and the rapid urine test
[POC-CCA) Rapid wrine test (POCACCA) with trace results considered positive(” ) and trace results considersd negatived™ ).

Inttpes il 00 10.1 371 foumal pnid. 0006232 1006

modified Helmintex method, saline gradient, and the rapid urine test {POC-CCA). The com-
bination of two KE slides from one fecal sample {15PL K1-K2) with Helmintex or of six slides
from three fecal samples (SFL1-3 K1-K2) with POC-CCA resulted in the highest prevalence
rates (45.4% and 60.3%) and highest sensitivity rates (90.0% and 88.3%) (Table ). Looking for
easily applicable diagnostic methods with improved sensitivity for epidemiological studies, we
found that the combination of the KK method with the POC-CCA test produced better results
when the number of slides and fecal samples was increased {Table 6).

Discussion

Human schistosomiasis is still considered a parasitic infection with global health impact as it
affects about 250 million pesple in 78 countries and more than 700 million individuals are esti-
mated to live at risk of infection [3.4,16]. In the Americas, the only schistosome species is 5. muan-
soni and recent estimates indicated about 1.8 million infected individuals and approsimately 25
million people living at risk of infection, with most of the cases occurring in Brazil [9]. In Bragil,
transmission of schistosomiasis eccurs in 19 states with a larger presence in the northeastern states
as well as Minas Gerais, and Espirito Santo [41]. Recent data released by the Brazilian Ministry of
Health in 2012 indicated a positivity rate of 4.5% of examined individuals residing in the endemic
areas covered by the Mational Program for Schistosomiasis Control [42].

The large-scale parasitological screening, individual diagnosis, and ongeing treatment with
praziquante] promoted by the NPSC led to a considerable reduction of infection rates, severe
clinical cases, and transmission of 5. mansoni in endemic areas [21, 42]. For field-based diag-
neosis, the recommended tool for the detection of intestinal schistosomiasis is the KE thick-
smear method [13], which detects schistosome eggs in two KK slides from one fecal sample
[14]. However, it has been shown, in different endemic settings, that this technique is not sen-
sitive enough to detect schistosomiasis in individuals with low parasite burden [17.25.43-47],
being even less sensitive when only one KK slide was examined, as usually occurs during the
interventions promoted by the NPSC [12.19,20]. Thus, the Brazilian Ministry of Health recom-
mends the examination of a higher number of KK slides in areas where the parasite burden is
supposed to be low [42].
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181



@ PLOS MEGLECTED
N TROPICAL DISEASES Diagnicsis of sehisinsomiasis in individuals with low parasie Iad

In the present study, we tested the sensitivity of an increasing number of KK slides using up
to three fecal samples and compared its performance with other parasitological methods in an
area endemic for intestinal schistosomiasis. By performing thorough parasitological exams, we
aimed to get close to the “real’ picture of 5. mansoni infections in this endemic region, which is
located within the area of action of the NSPC, but had not suffered any intervention in the two
years before the beginning of the present study. The diagnostic effort presented herein allowed
us to evaluate different parasitological methods in the light of a strong reference standard,
uniguely defined in this study.

Muost of the population from the rural area studied herein had no adequate water supply
and sanitation. While waterborne protozoan infections were common, other intestinal hel-
minth infections were less frequent. 8. mansoni infection was initially estimated to be 20.4%,
after examination of two KK slides from one fecal sample, which led the area to be classified as
with moderate risk of infection [48]. The dassification of infected individuals according to
their parasite load [14] confirmed that two thirds of the initially diagnosed individuals har-
bored alight 5. mansoni infection and less than 10% had a heavy infection. After performing
additional KK slides and other parasitological methods, the prevalence rose to 45.9%, which
represented a 2.3 times increase when compared with the initial exams and indicated nearly
half of the examined population as infected. As revealed by previous studies in areas of low
transmission of 5. mansond [12,19,20,25], the prevalence of infection for this parasite in the
area studied herein was largely underestimated when only the standard KK method was used.
The prevalence profile for intestinal schistosomiasis in different age groups revealed herein
matched that from other studies [4, 49,50]. However, if the standard method of two KK slides
was compared with our reference standard (18 KK slides + saline gradient + Helmintex), we
identified up to 4.7 times higher prevalences in the different age groups. This is in line with
results published previously [19, 20], showing that an increase in the number of examined KE
slides considerably angmented the number of egg-positive individuals. However, and this goes
beyond the already existing data on the evaluation and performance of multiple KK slides, we
showed that even using the superior version of the KK technique, which involves analyzing
twi slides from three different fecal samples, we still missed more than one third of the
infected population.

Besides the KK technique, the other parasitological tests composing our reference standard
included a saline gradient using 500 mg of fecal matter from the first fecal sample [23] and per-
formed modified Helmintex method [32], which used up to 30 grams of feces. Using these
methods, a considerable number of additional egg-positive individuals were detected, with the
Helmintex method presenting the best performance and a sensitivity of over 80%. Initially, the
Helmintex method was described of being 30 times more sensitive than the standard KE
method [24], which is mainly due to the high amount of examined fecal matter, the successive
sieving and concentration processes and the separation and distinction of eggs by paramag-
netic beads and additional staining methods in the modified version [33). A study investigat-
ing a low transmission area in the northeast of Brazil using the Helmintex method showed
similar results to ours published [31]. However, it has to be emphasized that, in the present set-
ting, none of the parasitological methods tested herein was able to detect eggs in every positive
sample. In this context it is interesting to note, that in seeding experiments with 30 grams of
feces, the recovery of schistosome eggs in fecal samples processed by the Helmintex method
was about 27%, only [38]. Further, it was not the aim of the study to evaluate and compare the
different methods in terms of applicability in field surveys, as well as operational, personnel,
and logistics and other factors that influence their implementation, as stated by others [19, 52-

PLOS Meglected Tropical Diseases | Wipe idoi.org 01371 doumal prid 000F232  Febmuary 23, 2018 14122

182



@'PLOS | NEGLECTED
= TROPICAL DISEASES Diggnosis of schistosomiasis in indiiduals with low parasie load

An interesting alternative to the time consuming and labor intensive parasitological meth-
ods are rapid immunochromatographic tests for circulating antigens. Therefore, we included
the commercialized rapid urine test (FOC-CCA) [28] in our study and evaluated it in compari-
son with our parasitological reference standard The POC-CCA has shown promising results
for the detection of intestinal schistosomiasis in various settings in Africa and Asia [32-34,
55,56). When the 5. mansoni egg-positive individuals tested herein were classified according to
their parasite load, the parasitological tests and the POC-CCA readily detected the individuals
with heavy or moderate infections. In contrast, all tests (parasitological and the POC-CCA)
showed reduced sensitivities when individuals with a low (99-12 EPG) or very low (less than
12 EPG) parasite load had to be detected. Especially in the case of very low parasite load, the
KK technique, at its best, only detected 40% of the infected individuals. In the case of the indi-
viduals with very low parasite load, the FOC-CCA and the Helmintex methods showed the
best performance with sensitivities of more than 50 and 84%, respectively.

The rapid urine test (POC-CCA) has been successfully tested in different regions of Africa
and Asia [32,34, 36-58] and there are initiatives which favor this test for screening and map-
ping of intestinal schistosomiasis and improve transmission control and the elimination of
schistosomiasis [39,60]. However, the epideminlogical situation of intestinal schistosomiasis in
most areas in Brazil is different from that found in many endemic settings in other tropical
countries. This is probably because the country has a national program for schistosomiasis
control since the 1970s with regular intervals of diagnosis and treatment rounds in endemic
populations. Data from the Brazilian Ministry of Health [42] and risk mapping of schistosomi-
asis in the country [61-63] indicated a considerable decrease in infection rates and high preva-
lence risk areas with ongoing interventions [42. 53] However, these claims might be overly
optimistic since they are based on data from one KK slide from one fecal sample. In any case,
according to the government-published data, as a result of the NPSC interventions, the para-
site burden, significant morbidity, and mortality rates decreased during the last two decades
[42]. We evaluated the performance of POC-CCA and compared it with the reference standard
to detect 8. mansoni infection in individuals of a community where NPSC's interventions
including varying rounds of treatment had been promoted. The POC-CCA showed a sensitiv-
ity of approximately 65%, which is superior to that obtained with the saline gradient method,
comparable with the results obtained with KK variant using six KK slides from three fecal sam-
ples, and inferior to the sensitivity found with Helmintex, when the criteria of evaluation were
used as indicated by the manufacturer that is, if “trace’ was considered a positive result. A simi-
Lar result for the sensitivity of POC-CCA and comparison with the performance of multiple
KK smears was obtained in an endemic area in Africa [64]. In our study, the main shortcom-
ing of the rapid urine test (POC-CCA) was a low concordance with the reference standard,
since we found 30 and 35% of false positive and false negative results, respectively. This low
concordance for the rapid urine test was not observed in other studies where parasitological
efforts for detection of schistosome eggs in feces were far less rigorous [35, 65). Also, the dis-
crepancy might be partially explained by the discontinuous distribution of eggs in the fecal
matter, intermittent egg excretion, a small number of female worms, or by occult infections
with just one sex or aging worms. This is somewhat expected in elderly individuals since they
rarely visit contaminated water streams and are, therefore, less prone to reinfection
[32,43,46,66,67). If trace’ was not considered s positive, then the specificity increased to maore
than 8%, but the sensitivity dropped to less than 27%, which we consider insufficient for a
screening method. Ina recent study, the performance of POC-CCA was compared with that of
a KK test with two slides of one fecal sample, as recommended by WHO, and without further
extensive parasitological testing [65]. Even in that experimental setting, without a strong refer-
ence standard, the rapid urine test had a considerable percentage of false positive results, and
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that occurred even for individuals from an area considered as non-endemic for schistosomia-
sis. Additionally, 14% were classified as negative by the urine test, but these were proven to be
positive during parasitological exams [55]. Previous studies have reported cross-reactivity
between schistosomes and other intestinal helminths or other dinical conditions that can lead
to a false positive POC-CCA result [68-70]. However, we were not able to correlate any intesti-
nal protozean or helminth infection with a ‘trace’ or positive POC-CCA result.

In order to improve the performance of POC-CCA test and elucidate the situation of indi-
viduals who were tested as “trace’, prior concentration of urine by lyophilization significantly
improved the concordance of the test in individuals with low parasite burden [70]. Also, recent
investigations on the specificity and sensitivity of methods for the detection of circulating
anodic antigen (CAA) from schistosomes seem to be even more promising [71-74].

To reach a maximum sensitivity and specificity and indicate alternatives for schistosomiasis
control programs, we tried to combine the standard KK method and different modifications of
this technique with the other parasitological methods or the POC-CCA. The best KK variant
tested herein (six slides prepared from three fecal samples) achieved a sensitivity of 82, 88, and
4% when combined with the saline gradient, POC-CCA or Helmintex methods, respectively.
Whether any of these scenarios is applicable to large-scale national control programs has to be
carefully evaluated, considering logistic and economic aspects [54]. In any case, maybe a first para-
sitelogical test has to be combined with a second more specific test for schistosomiasis in order to
join efforts against soil-transmitted helminthiasis and schistosomiasis [34,59,75]. Further, we
believe that in areas of low endemicity or low intensity infections, serology or molecular biology,
as proposed elsewhere [11.25.76-78], might be valuable alternatives to be included as additional
diagnostic procedures. We are currently investigating the performance of molecular biological
methods and serology in the parasitologically well-defined population studied herein.

In conclusion, we showed that in endemic areas of intestinal schistosomiasis with low-
intensity infections, the actual prevalence can be underestimated by up to 4.7 times when mea-
sured by the recommended standard procedure. The rigorous parasitological testing of three
fecal samples allowed us to evaluate parasitological and immunochromatographic methods for
diagnosis of infection with 5. sansoni. The KK technique, even at its best was able to detect
only two-thirds of the infected individuals. The best sensitivity rate (over 80%) was achieved
with the Helmintex method. However, in its present form, Helmintex: is not applicable for
large-scale screening due to the required sample size and the time-consuming sieving and sedi-
mentation processes [38], but might be an adequate reference standard or gold standard for
the evaluation of newly developed, field-based diagnostic tools. In addition, the performance
of the POC-CCA was in the range of the best KK variant (six slides from three fecal samples),
but a high number of individuals were not correctly diagnosed (false positive or false negative).
Furthermaore, studies are underway, in order to re-evaluate the use of standard serological
methods and PCR-based detection of parasite DNA with our well-defined biological samples.
We believe that a combination of methods has to be implemented since the schistosomiasis
control programs in different regions of the world are moving from morbidity control towards
transmission control and elimination.

Supporting information

51 Fig. Geographical localization of Minas Gerais State within Brazil (small red window)
and localization of the endemic area in the Municipality of Janudria, northern region of
Minas Gerais (zoom). Source: https://pt wikipedia org/wiki/Tanu%C3% Al ria#/media/File-

MinasGerais Municip Januaria.svg,

(TIF)
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