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“Depois de uma longa espera consegui, finalmente, plantar o meu jardim.
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Sei que é nos sonhos que os jardins existem,
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Um jardim é um sonho

que virou realidade”.
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RESUMO

A esquistossomose mansoni, ocasionada pelo trematddeo Schistosoma mansoni, € uma
doenca tropical negligenciada que afeta milhdes de individuos na Africa e América Latina.
Para o diagnostico, a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) recomenda o método Kato-Katz
(K-K), com duas laminas de uma Unica amostra fecal, como método coprolégico padrao. Entretanto,
em areas de baixa endemicidade ou em individuos com baixa carga parasitaria, 0 método K-K
tem apresentado uma baixa sensibilidade. Como resultado, um elevado nimero de individuos
é diagnosticado como falso negativo, dificultando, portanto, o controle ou erradicacdo da
doenca. Sendo assim, 0 objetivo deste estudo foi comparar a sensibilidade e especificidade dos
métodos K-K, Centrifugo-Sedimentacdo (MIFC), Gradiente Salino (GRAD), Helmintex®
(HTX) e Teste rapido de urina (POC-CCA) em relagdo ao Padrdo Ouro (PO), o qual inclui todos
os individuos positivos detectados por algum tipo de método parasitolégico direto. Trés amostras
fecais de 257 individuos, moradores do distrito Brejo do Amparo, Municipio de Januaria,
Minas Gerais, Brasil, foram coletadas durante trés dias consecutivos e analisadas pelos
diferentes métodos diagnosticos. Para o K-K, 14 laminas foram preparadas a partir da
primeira amostra fecal e duas laminas para a segunda e terceira amostra. O Gradiente Salino
utilizou 500 mg de fezes da primeira amostra. No caso do HTX, foi utilizado um total 30 g de
fezes da primeira amostra que, ap6s os processos de filtracdo e lavagem, foram submetidas a
combinacdo com esferas paramagnéticas. Durante a preparacdo do MIFC, 2 g de fezes de cada
amostra foram homogeneizadas com solucdo conservante e éter etilico e, em seguida,
centrifugadas. J& para o POC-CCA, os pacientes forneceram uma pequena amostra urinaria. A
andlise estatistica determinou o desempenho de cada método, em termos de prevaléncia e
sensibilidade, e em combinacdo com algum outro teste e também em relagdo a carga parasitaria. A
prevaléncia aumentou de 20,4% (Padrdo OMS) para 45,9% (PO). O MIFC foi o método
menos sensivel para o diagndstico da esquistossomose, mesmo em individuos com alta carga
parasitaria. A sensibilidade do GRAD foi igual a observada com duas laminas de Kato-Katz.
Além disso, o método HTX foi o que apresentou o melhor desempenho, devido ao grande
volume fecal analisado e aos sucessivos processos de purificacdo da amostra. O aumento do
namero de laminas e de amostras acarretou em um melhor desempenho do método K-K.
Contudo, uma leitura superior a seis laminas ndo resultou em um melhor desempenho do
método. O POC-CCA apresentou um desempenho igual ao do K-K com trés amostras e duas
ldminas cada (AM 1-3 K1-K2), inclusive na deteccdo de individuos com baixa carga
parasitaria. Para a combinacdo de diferentes métodos diagnosticos, o melhor desempenho foi
alcangado com 0 HTX e AM 1-3 K1-K2 ou entre HTX e POC-CCA, as quais apresentaram
desempenho semelhante. Para 0 K-K, as melhores combinagdes foram obtidas ao se utilizar
seis laminas provenientes de uma ou de trés amostras com o POC-CCA. Conclui-se que a
sensibilidade do K-K se eleva com o aumento do numero de laminas e/ou amostras e que a
combinacéo entre diferentes métodos também contribui para um diagndstico mais preciso da
esquistossomose, em areas de baixa carga parasitaria. No entanto, o presente estudo
recomenda 0 emprego da combinagéo entre 0 método Kato-Katz com seis laminas de uma mesma
amostra e POC-CCA, devido a sua maior aplicabilidade, uma vez que apresenta baixo custo, facil
execucdo e pequenos volumes amostrais.
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ABSTRACT

Human intestinal schistosomiasis, caused by the trematode Schistosoma mansoni, is a
neglected tropical disease that affects millions of people in Africa and Latin America. For
diagnosis, the World Health Organization (WHQO) recommends the Kato-Katz method (KK)
with two slides prepared from a single fecal sample as standard coprological method.
However, in areas of low endemicity or in subjects with low parasite load, the KK method has
shown low sensitivity. As a result, a large number of individuals are diagnosed as false
negative, difficulting the control or eradication of the disease. Thus, the objective of this study
was to compare the sensitivity and specificity of KK method, Centrifugal-Sedimentation
(MIFC), Saline gradient (GRAD), Helmintex (HTX) and Rapid Urine test (POC-CCA) in
relation to the Gold Standard, which includes all positive individuals detected by some kind
of direct parasitological method. Three fecal samples from 257 individuals, residents of Brejo
do Amparo, county of Januaria, Minas Gerais, Brazil, were collected during three consecutive
days and analyzed by different diagnostic methods. For KK, 14 slides were prepared from the
first and two slides from the second and third sample fecal sample. For the saline gradient,
500 mg of feces were used from the first sample. In the case of HTX, we used a total of 30 g
of feces from the first sample, which was submitted to filtration and washing procedures,
before mixing it with paramagnetic beads. During the preparation of MIFC, 2 g of feces of
each sample was homogenized and pooled in preservative solution. The pooled samples were
mixed with ethyl ether and then centrifuged. As for the POC-CCA, patients provided a urine
sample. The statistical analysis determined the performance of each method in terms of
prevalence and sensitivity, and in combination with any other test and also in relation to the
parasite burden. The prevalence increased from 20.4% (WHO standard) to 45.9% in the gold
standard. The MIFC was the least sensitive method for the diagnosis of schistosomiasis, even
in individuals with a high parasite load. The sensitivity of GRAD was equal to that observed
with two Kato-Katz slides. In addition, the HTX method showed the best performance, most
probably because of the analyzed fecal volume and the successive sample purification
processes. An increased number of slides and samples resulted in a better performance of the
KK method. However, further reading of more than six slides did not result in a better
performance of the method. The POC-CCA presented a performance equal to that of KK with
three samples and two slides each, including the detection of individuals with low worm
burden. For the combination of different diagnostic methods, the best performance was
achieved with the HTX and KK with two slides each from three samples or between HTX and
POC-CCA, which showed similar performance. For KK the best combinations were obtained
when using six slides from one or three fecal samples with POC-CCA. We conclude that the
sensitivity of KK rises with increasing number of slides and / or samples and that a
combination of different methods also contributes to a more accurate diagnosis of
schistosomiasis in areas of low parasite load. However, this study recommends the use of a
combination of the KK method with six slides of the same sample and POC-CCA due to their
wider applicability, since it is inexpensive, easy to perform and requires reduced sampling
efforts.
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1 INTRODUCAO

As doencas negligenciadas sdo doengas que além de prevalecerem em condicbes de
pobreza, também favorecem a manutencdo da desigualdade social, ja que representam forte
entrave ao desenvolvimento dos paises (DECIT, 2010).

Dentre elas, destaca-se a esquistossomose que € uma doenga ocasionada por vermes
trematddeos do género Schistosoma. As principais espécies sdo S. haematobium (Bilharz,
1852), S. japonicum (Katsurada, 1904) e S. mansoni (Sambon, 1907).

O helminto S. haematobium é o agente etioldgico da esquistossomose vesical, também
conhecida como hematiria do Egito, uma vez que a presenca do verme pode ocasionar a
eliminacdo de wurina sanguinolenta. A doenga se distribuiu no territorio africano,
principalmente no Egito, e Oriente Médio. Os vermes adultos habitam os ramos pélvicos do
sistema porta, 0 que explica a eliminacdo dos ovos na urina. A espécie possui moluscos do
género Bulinus como hospedeiros intermediarios (Chitsulo et al., 2000; Gryseels et al., 2006).

O trematédeo S. japonicum provoca a esquistossomose japOnica (moléstia de
Katayama) e pode ser encontrado em uma ampla area do continente asiatico, como na China e
Ilhas Filipinas. Os vermes adultos vivem no sistema porta e 0s ovos podem ser encontrados
em amostras fecais. Os moluscos do género Oncomelania sdo os hospedeiros intermediarios.
(Gryseels et al., 2006)

A espécie Schistosoma mansoni ocasiona a esquistossomose mansoni, sendo
encontrada nas Américas, Caribe e Africa. A doenca é a Unica observada no Brasil, onde
também é conhecida como “Xistose” ou “Barriga d’agua”. Os vermes adultos parasitam o
sistema porta, onde, apds o acasalamento, as fémeas realizam a postura dos ovos, 0s quais
serdo eliminados nas fezes. Os caramujos do género Biomphalaria sdo tidos como os
hospedeiros intermediarios. Os individuos infectados por S. mansoni podem apresentar
manifestacBes clinicas tais como, formagdo de granulomas hepaticos ou entéricos (Farid,

1993), anemia, fibrose do sistema portal, hepatomegalia, e ascite (Lambertucci, 1993).
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1.1 Epidemiologia da doenca

1.1.1 Esquistossomose no mundo

As infeccBes ocasionadas pelos trematodeos do género Schistosoma ja foram
notificadas em 78 paises, sendo que em 19 deles ndo se tem ocorrido notificagdes de casos
recentes, o que pode indicar a interrupcao da doenga (WHO, 2012). Ainda assim, a doenca é
considerada como o principal problema de satde publica afetando mais de 200 milhdes de
pessoas, ao passo que cerca de 700-800 milhdes de pessoas residem em areas endémicas
situadas principalmente nos paises em desenvolvimento localizados na Africa, Asia e
América Latina (WHO, 2009; Gryseels et al., 2006; Steinmann et al., 2006) (Figura 01).
Contabilizam-se, ainda, cerca de 280 mil Obitos anuais, devido ao parasitismo e suas

complicacdes (Van der Werf et al., 2003).
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Figura 1: Distribuicdo global da esquistossomose, 2011. Fonte: WHO, 2012 - Adaptado.
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1.1.2 Esquistossomose na América Latina

Na América Latina, os paises Brasil, Santa Lucia, Suriname e Venezuela sdo
considerados endémicos para a esquistossomose mansoni. Em Santa LUcia e Suriname 0s
baixos niveis de transmissdo registrados apontam para uma grande possibilidade de
interrupcao da transmissédo em um futuro proximo. Entretanto, Brasil e Venezuela apresentam
areas com elevada taxa de transmissdo (PAHO, 2014), visto que a doenca se estabelece em
regides, onde o saneamento basico é ausente ou inadequado permitindo que as formas
infectantes do parasito encontrem colecfes hidricas e infectem o homem pelas mucosas ou

pele integra (Barbosa et al., 1996).

1.1.3 Esquistossomose no Brasil

Estima-se que, no Brasil, cerca de 25 milhdes de pessoas residam em regides sob o
risco de serem infectadas com o parasito (Brasil, 2014). H& registros de transmissdo da
doenga em todas as suas regides, atingindo 18 estados da federacdo e o Distrito Federal. As
principais areas endémicas se situam nos estados de Alagoas, Bahia, Espirito Santo, Minas
Gerais e Pernambuco, enquanto que areas focais sdo registradas no Ceara, Distrito Federal,
Maranhdo, Para, Rio Grande do Sul, Rio de Janeiro e Sdo Paulo (Brasil, 2014) (Figura 02).
Dentre essas &reas focais, a Ultima a ser descoberta foi em 1997, no municipio de Esteio, no
Rio Grande do Sul (Graeff-Teixeira, 1999).
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Figura 2: Areas endémicas e focais da esquistossomose mansoni no Brasil, 2012.

A doenca ainda segue em expansao no territdrio brasileiro, principalmente, devido a
intensa atividade migratéria em direcdo as areas com condi¢cdes de saneamento inadequadas.
A transmissdo da doenca, por sua vez, é favorecida pela: grande quantidade de ovos
eliminados pelas fémeas diariamente (média de 300 ovos/dia); vermes adultos com
longevidade e continua manutencdo da capacidade reprodutiva ao longo de décadas;
cronicidade da doenca, fazendo com que o individuo ndo procure centros médicos para
diagnostico e tratamento; facilidade de contrair a doenca e; persisténcia de precarias
condic¢des de saneamento tanto na zona rural como na periferia dos grandes centros urbanos,
possibilitando a contaminagao das cole¢des d’agua (Brasil, 2014).

Ao longo dos anos 2000, diversos surtos de casos agudos da esquistossomose foram
relatados na regido metropolitana de Aracaju/SE (Jesus et al., 2002) e de Recife/PE (Barbosa
et al., 2000; Barbosa et al., 2001), onde estavam relacionados com a criagdo de areas de
veraneio em regifes com saneamento basico precdrio. Na regido metropolitana de Belo
Horizonte/MG o turismo rural (Enk et al., 2004; Enk et al., 2010) e o ecoturismo (Massara et
al., 2008) em areas carentes em rede de esgoto foram apontados como fatores de risco para

tais casos. No interior de S&do Paulo as préaticas esportivas aquaticas (pescaria, canoagem,
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escalada de cachoeiras, entre outras) foram associadas com a ocorréncia dos casos registrados
(Tomé et al., 2003).

1.2 Controle

Nos Gltimos anos, o poder publico brasileiro adotou diversas medidas para combater
os altos indices de endemicidade para esquistossomose, até entéo registrados no pais. Dentre
essas medidas governamentais, ressalta-se a criagdo do Programa de Controle da
Esquistossomose (PCE), na década de 1980. O programa, seguindo as recomendacdes da
Organizacdo Mundial de Saude (OMS), estabeleceu 0 método Kato-Katz, como padréo-ouro,
para o diagnostico da doenga, devido a elevada especificidade, ao baixo custo e facilidade
operacional (WHO, 1994). Além disso, no intuito de controlar o avan¢o da doenca, a adogdo
do tratamento em massa, a correta destinacdo das excretas, a melhoria do acesso a agua
potavel e também a ampliacdo da educacdo tém contribuido amplamente para a reducdo da
prevaléncia e incidéncia da esquistossomose. (WHO, 2005; WHO, 2009).

Em uma anélise do impacto do programa de controle da esquistossomose, no Brasil,
realizada por Amaral et al. (2006), foi observado que ao longo dos ultimos anos, o PCE
realizou milhGes de exames coproscopicos, bem como o tratamento quimioterapico dos
individuos diagnosticados como positivos. Esses dados foram recentemente confirmados por
uma publicagdo do ministério da salde, a qual também apontou uma diminuicdo do
percentual de positividade nas populagdes examinadas, chegando ao seu menor percentual
(4,5%) em 2012 (Brasil, 2014).

Outra importante medida de controle da esquistossomose foi 0 aumento do nimero
de individuos com acesso a &gua potavel e adequada estrutura de saneamento em suas
moradias. Sendo que para 0 ano de 2015, estd previsto um indice superior a 97% para 0
primeiro fator e cerca de 80% para o segundo fator (WHO, 2014). Acrescenta-se ainda, 0
combate ao molusco por meio do uso de moluscicidas nas cole¢des d’agua.

O controle dos hospedeiros intermediarios ndo é uma pratica utilizada rotineiramente e
0 seu emprego apenas € recomendado em casos especiais e em carater complementar. Um
exemplo de situacdo em que sua adocdo é recomendada se baseia em localidades com altas
prevaléncias que persistem mesmo com o tratamento periddico da populacdo ou quando ha
surtos localizados de casos agudos (Brasil, 2008).

Entretanto, o controle efetivo da esquistossomose no Brasil € uma tarefa de dificil

execucao, devido as seguintes razdes: (a) alto custo e baixa eficicia dos moluscicidas, além
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dos mecanismos de escape dos hospedeiros intermediérios ao produto; (b) elevados custos
para implantacéo das condicOes sanitarias e de abastecimento de agua nas areas rurais; (C) o
tratamento macico é eficaz para controlar a morbidade, mas ndo para reduzir a prevaléncia,
devido as constantes reinfeccGes; (d) a auséncia de uma vacina eficaz para a prevengdo da
esquistossomose (Coura, JR & Amaral, RS, 2004). Além disso, em é&reas de baixa
endemicidade, a maioria dos individuos infectados por S. mansoni sdo assintomaticos ou
manifestam baixa morbidade, além de apresentarem uma taxa de eliminacdo de ovos inferior
a 100 ovos por grama de fezes, resultando em um elevado ndmero de individuos falso-
negativos (Noya et al., 2006).

Por tais razdes, o desenvolvimento de novos métodos ou o aperfeicoamento das atuais
técnicas de diagndstico para a esquistossomose deve ser estimulado, visto que 0 mapeamento,
a estimativa do 6nus da doenca, a avaliacdo da eficacia dos quimioterapicos, 0 monitoramento
dos programas de controle e verificacdo dos locais de eliminacdo dependem de diagnosticos
precisos (Utzinger et al., 2011).

1.3 Ciclo bioldgico

Apo6s atingirem a maturidade no sistema cardiovascular humano ou de outro
mamifero, o casal de vermes de Schistosoma mansoni, alcancam as veias mesentéricas
inferiores, onde se acasalam e as fémeas liberam os seus ovos (Melo & Coelho, 2011). Estes
se tornam embrionados e chegam a luz intestinal, onde se misturam ao material fecal e sdo
eliminados. Ao atingirem uma colegdo d’agua (lago, lagoa, rio) a larva miracidio emerge do
ovo e, por meio de batimentos ciliares e estimulos quimicos, nadam até localizar um caramujo
do género Biomphalaria. Apés interagdo quimiotatica, a larva penetra no molusco e evolui
para a fase de esporocisto (esporocisto I, Il e I11), que é um conjunto de células reprodutivas
capaz de originar centenas de larvas cercarias. Quando sob estimulo de altas temperaturas e
intensa luminosidade (Lutz, 1919), as cercarias sao liberadas na dgua, onde sobrevivem por
um periodo aproximado de 36 horas (Leiper, 1915). Essas larvas ao entrarem em contato com
a pele ou mucosa do homem (hospedeiro definitivo) realizagdo a penetragdo. Durante a
penetracdo a larva cercaria perde a cauda (Leiper, 1915), sendo agora denominadas de
esquistossomulos. Estes migram sob o tecido subcutdneo até alcancarem algum vaso
sanguineo, pelo qual se deslocam passivamente até alcancar os pulmdes, via coragéo direito.

A partir de entdo, os esquistossdmulos migram para o sistema porta, onde se alimentam e
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diferenciam em machos e fémeas (Figura 03). Quando atinge a maturidade os vermes adultos
alcancam as veias mesentéricas inferiores, onde ocorre a oviposi¢&o.
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Figura 3: Ciclo biolégico do parasito S. mansoni. Fonte: adaptado de CDC:
HTTP://lwww.dpd.cdc.gov/dpdx/HTML/Schistosomiasis.htm.

1.4 Diagnostico

1.4.1 Métodos parasitoldgicos

Os meétodos parasitologicos de fezes se baseiam na verificagdo macroscopica da
consisténcia e do odor fecal, bem como da presenca de conteudo sanguineo e/ou fragmentos
dos parasitos. Em relacdo a andlise microscopica, é possivel a visualizacdo da presenca de
ovos ou larvas dos parasitos eliminados junto as fezes. Os exames parasitoldgicos de fezes
sdo divididos em dois grupos, qualitativo e quantitativo. Os métodos qualitativos sdo os mais

utilizados e se caracterizam pela capacidade de identificacdo dos tipos de parasitos que o
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individuo possui sem, no entanto, realizar a sua quantificacdo. Dentre eles estdo os métodos
de Sedimentacdo Espontanea ou apenas HPJ (Lutz, 1919; modificado por Hoffman et al.,
1934) e o Centrifugo-sedimentacdo (MIFC) ou método de Blagg (Blagg et al., 1955), os quais
permitem a pesquisa de varios parasitos intestinais, e devido ao baixo custo e simplicidade
operacional sdo amplamente utilizados na rotina laboratorial.

Os métodos quantitativos, por sua vez, sdo caracterizados pela capacidade de se
precisar a quantidade de ovos eliminados por grama de fezes, o que permite estimar a
intensidade da carga parasitaria do hospedeiro (Tabela 01). Destacam-se 0os métodos Kato-
Katz (Kato & Miura, 1954; modificado por Katz et al., 1972), Gradiente Salino (Coelho et al.,
2009) e Helmintex® (Teixeira et al., 2007).

Tabela 1: Classificacdo da intensidade das infec¢des por S. mansoni com base no nimero de

ovos eliminados por grama de fezes.

Intensidade da Numero de ovos de S. mansoni eliminados por grama
Infecgéo de fezes
Leve ou Baixa 1-99
Moderada ou Média 100 — 399
Intensa ou Alta > 400

Fonte: WHO, 2002 — Adaptado.

Para a realizacdo do método Kato-Katz € feita a coleta de uma Unica amostra fecal, a
partir da qual é produzida uma lamina com, aproximadamente, 42mg de fezes a ser lida em
microscopia Otica. E considerado como positivo aquele individuo, em cuja amostra for
encontrado ao menos um ovo de S. mansoni, a0 passo que a auséncia de ovos caracteriza o
individuo como negativo. Todavia, deve-se ressaltar que o fato do exame parasitologico ser
dado como negativo, ndo significa, necessariamente, a auséncia de infeccdo (Chieffi et al.,
1978). Sendo assim, o método de Kato-Katz é capaz de diagnosticar, de modo eficaz,
infeccBes moderadas e intensas, 0 que ndo ocorre quando hd uma reduzida eliminacéo de ovos
como nas infecgdes com baixa carga parasitaria (De Vlas & Gryssels, 1992). Estudos tém
demonstrado que ao aumentar o nimero de amostras ou laminas analisadas, bem como a

combinacdo de diferentes métodos, em areas de média e baixa endemicidade (Enk et al.,
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2008; Siqueira et al., 2011) ou em pacientes com leve e moderada infec¢do (Utzinger et al.,
2000), ha um aumento da prevaléncia quando comparado a avaliacdo de uma Unica amostra
fecal, a qual tenha originado uma unica 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
laminas, oriundas de varias amostras e atingindo o valor de 35,8% quando combinado varios
métodos de diagndstico (Enk et al., 2008). Fato similar foi observado ao aumentar 0 nimero
de amostras, de individuos com leve ou moderada infeccdo, no qual a prevaléncia, a partir de
uma Unica amostra, elevou de 58,1%, para 76,7% com a analise de quatro amostras (Utzinger
et al., 2000).

O método gradiente salino consiste na purificacdo de 500mg de fezes, por meio de um
fluxo lento e continuo de solucdo salina 3% ao longo de um intervalo de 60 minutos. O
aprimoramento do equipamento, nos dltimos anos, promoveu uma reducdo do custo e o
aumento da praticidade em trabalhos de campo. Além disso, o aprimoramento permitiu a
purificacdo simultdnea de até 12 amostras, sendo que cada amostra contém material
equivalente a 12 laminas de Kato-Katz. Dessa forma, 0 método € capaz de processar amostras
equivalentes a 144 laminas (12 laminas x 12 amostras) por hora. A grande quantidade de
material fecal processado e o elevado numero de laminas tém alcancado, no campo, uma
sensibilidade maior do que a observada com o método Kato-Katz (Coelho et al., 2009).

O Helmintex®, por sua vez, baseia-se na andlise de 30g de cada amostra fecal, as
quais sdo submetidas a repetidos processos de filtracdo e sedimentacdo e, posteriormente,
combinadas com esferas paramagnéticas (Teixeira et al., 2007). Desse modo, a amostra torna-
se mais limpida, o que facilita a leitura em microscopia Gtica. Apesar de ser um método
inadequado tanto para a atividade de campo quanto para a realizagdo de exames rotineiros, o
método tem sido testado nos laboratérios académicos, e os resultados, até entdo publicados,
vém demonstrando uma elevada sensibilidade quando comparado com o método de Kato-
Katz (Caldeira et al., 2012; Pinheiro et al., 2012).
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1.4.2 Métodos imunoldgicos

Os métodos imunoldgicos consistem na deteccdo de anticorpos ou antigenos
circulantes, e apesar de, em alguns casos, demandar laboratérios com equipamentos de alta
complexidade e pessoal treinado, tém se apresentado como possiveis substitutos aos exames
parasitologicos de fezes. Isto porque os métodos parasitologicos apresentam limitacdes no
diagnéstico de individuos com infecgdes de baixa intensidade e também seguem metodologias
relativamente demoradas (Hamilton et al., 1998; Van Lieshout et al., 2000; Doenhoff et al.,
2004).

A dosagem soroldgica dos antigenos circulantes [Antigenos Anddicos Circulantes
(CAA) e Antigenos Catodicos Circulantes (CCA)] de S. mansoni, apesar de altamente
especifica, também ndo é suficientemente sensivel para detectar individuos com baixa carga
parasitaria, utilizando-se os métodos soroldgicos para captura de antigenos (Rabelo, 1997,
Gryssels, 2012), uma vez que a pequena quantidade de antigenos circulantes se diluiria
fortemente no grande volume sanguineo humano resultando em uma fraca reatividade ao
exame. Esses antigenos sdo regurgitados pelo parasito, em intervalos regulares, junto as
particulas ndo digeridas em seu processo nutricional (van Dam et al., 2004). No entanto, foi
observado que o CCA, embora presente no soro, € melhor detectado na urina e que a sua
concentracdo reduz rapidamente (uma semana) ap0s o tratamento quimioterapico (Van't Wout
et al., 1992; Van Lieshout et al. 1993), o que significa que somente individuos com infeccao
ativa sdo detectados. Logo, a deteccdo dos antigenos catodicos circulantes, eliminados na
urina, vem se apresentando como uma possivel alternativa no diagnostico para infec¢bes por
S. mansoni, S. haematobium e S. japonicum (Deelder et al., 1989; De Jonge et al., 1990;
Kremsner et al., 1994; Van Etten et al. 1994). Isso porque amostras urinarias de pacientes
positivos para esquistossomose, quando submetidas ao teste CCA dotado de anticorpos
monoclonais, tém apresentado uma satisfatéria captura do antigeno, principalmente em
pacientes com altas e moderadas infecgdes (Adriko et al., 2014). As principais desvantagens
desse tipo de ensaio se devem a baixa sensibilidade em éareas de baixa endemicidade e

especialmente em casos de infeccGes de leve intensidade (De Jonge et al., 1990).
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2 JUSTIFICATIVA

No Brasil ainda existem inimeras &areas de baixa e média transmissdo da
esquistossomose mansoni (WHO, 2013). Contudo, no intuito de controlar e erradicar a
doenca, o uso do farmaco Praziquantel como meio de tratamento e quimioterapia preventiva
tem sido adotado ha alguns anos (WHO, 2006). Essa medida contribuiu para reduzir ndo s6 a
endemicidade, mas também a intensidade das infec¢Bes por S. mansoni, o que também ocorre
quando estes individuos tratados séo re-infectados. Essa imunidade adquirida & infeccdo pode
ser explicada pelo balango entre as respostas imunes Thl e Th2, além de baixos niveis de
IgG4 contra antigenos sollveis do parasito (Oliveira, 2012). Desse modo, tém se observado
uma diminuicdo do numero de ovos eliminados por grama de fezes, por parte desses
individuos.

Entretanto, apesar do método Kato-Katz, recomendado pela OMS, ser eficaz no
diagnostico em areas de média e alta endemicidade, este possui uma baixa sensibilidade
quando utilizado em é&reas de baixa endemicidade ou em individuos com infeccdes de leve
intensidade (Enk et al., 2008), pois o reduzido numero de ovos eliminados nas fezes dificulta
o diagnostico.

Os métodos imunolégicos, por sua vez, vém se apresentando como uma possivel
alternativa para o diagnéstico dos individuos residentes em éreas de baixa endemicidade ou
com reduzida carga parasitaria. No entanto, sdo falhos no quesito de distinguir uma infeccéo
ativa ou curada, além de haver a possibilidade de reacdo cruzada com outros helmintos
(Rabelo et al., 2008).

Sendo assim, para que se possa controlar e até eliminar o parasito em areas de baixa
transmissdo e de infeccGes de baixa intensidade € necessaria a utilizagdo, a nivel individual,
de métodos parasitolégicos e imunoldgicos de alta sensibilidade e especificidade, a fim de se
obter uma correta identificacdo dos individuos infectados para que 0s mesmos possam ser
devidamente tratados e acompanhados (WHO, 2002).

Neste contexto, o presente estudo se justifica pelo fato da necessidade de avaliar
métodos ou combinacBes de métodos tradicionais e recém-desenvolvidos em areas de baixa
endemicidade e/ou carga parasitaria reduzida, para indicar técnicas com melhor ‘desempenho’
(alta sensibilidade e especificidade) e avancar no controle da esquistossomose. Além disso, o
aprimoramento também visa o desenvolvimento de métodos de baixo custo e praticidade em

sua realizagéo.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

O objetivo deste estudo é avaliar e comparar a sensibilidade entre diferentes métodos
diagnosticos [Centrifugo-sedimentacdo, Gradiente Salino, Helmintex, Kato-Katz e Teste
Réapido de Urina (POC-CCA)] em uma area de média endemicidade para esquistossomose

mansoni.

3.2 Objetivos Especificos

- Detectar a prevaléncia real da esquistossomose mansoni numa area rural do distrito de Brejo
do Amparo, Municipio de Januaria, Minas Gerais, Brasil;

- Avaliar o desempenho do método parasitologico de fezes Kato-Katz no diagnostico do
trematodeo S. mansoni, em relacdo a variacdo do numero de amostras e laminas utilizadas, em
comparacdao com o modelo proposto pela OMS e com os outros métodos avaliados neste
estudo;

- Avaliar o desempenho dos métodos parasitologicos de fezes (Centrifugo-sedimentacéo,
Gradiente salino e Helmintex®) para o diagnostico do parasito S. mansoni em comparagao ao
método de Kato-Katz;

- Avaliar o desempenho do Teste rapido de urina para antigeno catddico circulante (CCA) de
S. mansoni em comparagdo com o método de Kato-Katz e;

- Avaliar diferentes combinagdes entre os testes de diagnostico para esquistossomose, para

indicar os métodos que alcangcam a melhor sensibilidade.
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4 MATERIAL E METODOLOGIA

4.1 Area de estudo

A pesquisa foi realizada na zona rural do Distrito de Brejo do Amparo (15°25°54°° S e
44°24°42*’ 0), regido endémica para a esquistossomose mansoni do municipio de Januaria,
situado na regido norte do estado de Minas Gerais e que dista a 603 km da capital do estado,
Belo Horizonte.

O distrito possui clima tropical e registra temperaturas que variam dos 12,6°C aos
38°C. As chuvas séo escassas e irregulares. Embora se estendam de outubro a meados de
fevereiro, os maiores indices pluviométricos sdo registrados, predominantemente, no verdao. A
populacdo estudada reside na regido dos corregos rurais (Pé da Serra, Tocantins e Santana),
com aproximadamente 270 habitantes, e possui como principal atividade econdmica o cultivo
de cana-de-acucar, milho e feijdo. A maioria dos domicilios cadastrados esta situada ao longo
de uma estrada ndo pavimentada, que possui a sua margem um riacho de &guas perenes, onde
em varios pontos foram encontrados pequenas populacbes de caramujos Biomphalaria
glabrata.

A populacdo foi escolhida baseada na sugestdo do servico de saude publica do
municipio, visto que apesar dos funcionarios do PCE e da Fundagdo Nacional de Salde
(FUNASA) terem realizado o diagnoéstico e tratamento dos moradores, nos ultimos quatro
anos, ainda havia varios relatos de transmissao ativa da esquistossomose na localidade. O
servico de saude também havia informado que o riacho da localidade era utilizado pelos
moradores para retirar agua para o consumo doméstico e irrigacdo das plantagdes; tomar
banho; lavar roupas, utensilios de cozinha, animais e praticar atividades recreativas (pesca e

natacdo) (Figura 04).
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Figura 4: Corrego Tocantins situado no distrito de Brejo do Amparo, Municipio de Januéria
— MG, onde os moradores lavam roupas e utensilios de cozinha (a) ou tomam banho (b).

Fonte: fotos cedidas por Dr. Stefan Michael Geiger.

4.2 Facilitadores do estudo

Com o objetivo de se alcancar uma melhor relagdo com os moradores, 0 projeto
contou com a colaboracdo de duas agentes comunitarias de saude (ACS) e de varios lideres

comunitarios que atuaram como intermediadores entre pesquisadores e moradores.

4.3 Populagao de estudo

Inicialmente, foram estabelecidos critérios de inclusdo e exclusdo para uma melhor
definicdo da populacdo de estudo. Foram incluidos todos os individuos que, ap6s terem sido
bem orientados sobre os procedimentos da pesquisa, desejaram participar do estudo e
assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. Em contrapartida, foram excluidos
0s pacientes com suspeita ou confirmagéo de gestacdo, salde debilitada ou que se recusaram a
participar.

Todos os participantes receberam duas cépias do Termo de Consentimento Livre e

Esclarecido (TCLE), o qual foi devidamente explicado aos participantes e/ou aos seus
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responsaveis legais, e ainda, foram esclarecidas todas as ddvidas dos participantes, e assim,
posteriormente 0s mesmos assinaram os termos. A primeira via ficou sob a responsabilidade
do participante ou responsavel legal e a segunda arquivada pelos pesquisadores envolvidos na
pesquisa, como ja estava estabelecido no projeto submetido e aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa (CAAE; parecer: 19354513.3.0000.5149).

Ap0s a assinatura dos termos de consentimento foi iniciada a pesquisa do diagnostico
parasitologico dos pacientes, e, para isso, foram coletadas amostras de fezes e urina, as quais
foram processadas e submetidas a diferentes métodos diagnosticos para a pesquisa de
esquistossomose, sendo eles: Centrifugo-Sedimentacdo (MIFC ou de Blagg), Kato-Katz,
Gradiente Salino, Helmintex®, Teste rapido de urina (POC-CCA). As amostras fecais e

urinarias foram obtidas de todos os participantes, independente da faixa etéria.

4.4 - Coleta, conservacao e processamento das amostras

Para assegurar a qualidade das amostras coletadas, os pacientes foram previamente
orientados pelos pesquisadores, a respeito do método de coleta empregado para obtencdo das
amostras de fezes e urina, bem como o esclarecimento da utilizacdo de um recipiente
especifico para cada amostra e, ainda, a orientagdo sobre a armazenagem do material
biolégico até o momento da entrega aos pesquisadores. Todos o0s recipientes utilizados para
armazenamento das amostras coletadas foram devidamente identificados com 0 nome
completo e nimero de identificacdo, conforme ficha de cadastro elaborada pelo projeto, para
cada individuo participante.

Devido a dificuldade de deslocamento enfrentado pelo paciente do seu domicilio até o
centro de salude mais proximo, e a fim de se alcancar uma maior adesdao e também de
proporcionar uma maior comodidade ao paciente, optou-se por realizar a coleta de todos os

materiais no domicilio de cada paciente.

4.4.1 Fezes

Foram coletadas trés amostras fecais no decorrer de trés dias consecutivos, sendo que
a primeira amostra foi utilizada na realizacdo dos seguintes exames parasitologicos de fezes:
Kato-Katz com 14 laminas, gradiente salino, Helmintex® e centrifugo-sedimentacdo. A

segunda e terceira amostra foram utilizadas para preparacao de duas laminas de Kato-Katz e,
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posteriormente, misturadas & primeira amostra para a realizagdo do método de centrifugo-

sedimentacgéo (Figura 05):

Amostra 01 Amostra 01
Kato-Katz Gradiente Salino Helmintex®
(n = 235) (n =197) (n=221
Amostra 02
14 laminas com 42 mg 500 mg de 30gde A
de fezes cada/individuo fezes/individuo fezes/ individuo mostra 03
Amostra 02 Amostra 03 Pool amostral
Centrifugo-
Kato-Katz Kato-Katz Sedimentacéo
(n=219) (n=204) (n = 248)
02 laminas com 42 mg 02 laminas com 42 mg 2gde
de fezes cada/individuo de fezes cada/individuo fezes/individuo

Figura 5: Métodos parasitologicos de fezes utilizados em cada amostra.

Sendo assim, da primeira amostra, necessitou-se de um grande volume fecal e,
portanto, foi fornecido para cada paciente um pote com capacidade para uma evacuacéo total
de 500 mL, estando o recipiente devidamente identificado com dados pessoais e cadastrais do
participante. Na manh& seguinte o morador entregava a amostra e, entédo, recebia o recipiente
para coleta da segunda amostra. No proximo amanhecer, o paciente novamente realizava a
entrega do contetido fecal, ao passo que obtinha o pote para armazenamento da terceira
amostra a ser devolvido no dia seguinte. Entretanto, como a quantidade de material fecal a ser
utilizada das duas Ultimas amostras era menor, entdo, optou-se pela distribuicdo do coletor
universal com capacidade de 80 mL (Diag Testi®), identificado da mesma forma que o pote
de maior capacidade.

Todas as amostras, imediatamente apds serem recolhidas, foram armazenadas em
caixas de isopor, e em seguida, encaminhadas para processamento no laboratério do Centro de
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Controle de Leishmaniose, situado na sede do Municipio de Januaria. Nesse local, cada
amostra recebida era cadastrada e, em seguida, processada de modo a originar laminas e/ou
sedimentos para leitura em microscopia 6tica. O conteldo excedente juntamente com o
recipiente de coleta foi descartado em sacos plasticos identificados como material bioldgico
infectante e encaminhados para o depdsito de residuos infectantes do Hospital Municipal de

Januéria.

4.4.2 Urina

Para a coleta do material urinario foi distribuido, a cada paciente, um coletor de
amostras bioldgicas descartdvel com capacidade de 80 mL (Diag Testi®), previamente
identificado com os dados pessoais e cadastrais do participante, no qual se recolhiam de 10-15
mL de urina da primeira mic¢do no periodo da manha. Na manhd seguinte, as amostras eram
recolhidas e armazenadas em caixa de isopor. As amostras, entdo, eram encaminhadas para
processamento no laboratério, onde eram transferidas, com o auxilio de uma pipeta de
Pasteur, para tubos de 1,5 e 15 mL, os quais eram armazenados em freezer a -20°C. O restante
do contetdo liquido foi descartado em vaso sanitario e os coletores depositados em sacos
plasticos brancos, devidamente identificados como material biolégico infectante e

encaminhados para o depdsito de residuos infectantes do Hospital Municipal de Januaria.

4.5 Identificacdo dos individuos positivos para esquistossomose mansoni

4.5.1 Método Kato-Katz (Kato, 1954, modificado por Katz et al., 1972)

A partir desse método foram produzidas, para cada paciente, 18 laminas de
microscopia Otica. Sendo que a primeira amostra originou 14 laminas, enquanto que a
segunda e terceira amostra forneceram material fecal para a geracdo de mais duas laminas,
cada.

Todas as laminas foram produzidas, por meio da utilizacdo do HELM TEST - Bio-
Manguinhos que € um teste qualitativo-quantitativo para deteccdo parasitoldgica de
verminoses baseado no método desenvolvido por Kato & Miura (1954) e, posteriormente,

aprimorado por Katz e colaboradores (1972). De acordo com o método Kato-Katz, e das
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orientagdes do protocolo fornecido pelo fabricante, a preparacdo das laminas ocorreu da
seguinte forma:

Separaram-se as laminulas, na quantidade necessaria para 0 processamento das
amostras coletadas, e as mesmas foram depositadas em um recipiente, no qual foi adicionado
uma solucdo diafanizadora (verde de malaquita) de modo a deixar todas as laminulas
embebidas, por um periodo minimo de 24 horas. No dia seguinte, foi utilizado papel
higiénico, o qual foi dobrado em 4 ou 5 partes e deixado sobre uma superficie limpa, seca e
plana. Em seguida, homogeneizaram-se as fezes com o auxilio de uma espatula e colocou-se
parte da amostra sobre o papel higiénico ja dobrado. A amostra fecal, entdo, foi comprimida
por meio de um fragmento de tela metalica, de modo a permitir a passagem de ovos de
helmintos e detritos de tamanho inferior ou igual ao dos ovos de S. mansoni. Com 0 outro
lado da espéatula, o material fecal que atravessou a tela metélica foi recolhido e transferido
para o orificio de uma placa de plastico perfurada (cartdo plastico de formato retangular com
um orificio central de 6 mm de didmetro) que estava apoiada sobre a superficie de uma lamina
de vidro (Figura 06).

Amostra peneirada
Espatulae—
Orificio
KJ
I \
Lamina Placa de plastico

Figura 6: Transferéncia do conteido fecal, peneirado, para a lamina de vidro através do

orificio da placa de plastico.

Foi realizada ainda a compressao das fezes no interior do orificio e também a retirada
do excesso de material que ficou acima do nivel da placa perfurada, no intuito de se alcangar a

padronizacdo da quantidade de fezes utilizada na montagem de cada lamina em,
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aproximadamente, 42 mg. Na continuacdo do procedimento, a placa perfurada foi retirada
cuidadosamente e a laminula foi posta sobre o material fecal. A 1amina, entdo, foi girada em
180°, de modo que a laminula ficasse na face inferior da lamina, e assim, a lamina foi
pressionada com o dedo polegar contra uma superficie seca e plana até que toda a amostra
fecal se espalhasse homogeneamente sobre todo o espago existente entre a lamina e laminula.
Decorrido 0 prazo minimo de 60 minutos, a amostra foi examinada através da microscopia
Otica a fim de se observar a presenca e quantidade de ovos de helmintos em cada lamina
(Figura 07).

Figura 7: Lamina de Kato-Katz, na qual sdo observados ovos de S. mansoni (seta), através de

microscopia 6ptica. Fonte: arquivo pessoal do autor.

Para a analise quantitativa, foi realizada a contagem de todos 0s ovos presentes na
preparacdo e multiplicados por 24. A justificativa para tal calculo é que cada lamina possui 42
mg de fezes, conforme padronizacdo ja explicitada acima, e ao ser multiplicado por 24 obtem-
se 0 valor aproximado de 1 grama de fezes (42mg x 24 = 1,008g). Sendo assim, 0 nimero ou
a média de ovos por ldamina multiplicados por 24 resulta no nimero de ovos por grama de
fezes (OPG). Foram lidas, no minimo, duas ldminas por amostra fecal e o valor total de OPG

resultou da média de OPG em todas as laminas lidas. A analise qualitativa, por sua vez, foi
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realizada por meio da observacdo e contabilizacdo dos diferentes ovos de helmintos
encontrados durante a leitura das ldminas. Embora os examinadores das laminas tenham sido
previamente treinados para realizar tal atividade, ao menos 20% das laminas foram

reavaliadas por outro examinador, no intuito de se confirmar o diagnostico dado.

4.5.2 Método Centrifugo-Sedimentacdo - MIFC (Blagg et al., 1955)

Para a realizacdo desse método inicialmente se homogeneizou as trés amostras fecais,
com o auxilio de uma espétula, e de cada amostra se retirou 2 gramas de fezes. Essas por¢des
foram misturadas entre si e, apds homogeneizacdo, retirou-se 2 gramas do homogeneizado e,
nesta porcdo, se acrescentou o liquido conservante de MIF (Mertiolato ou Mercurocromo,
lodo e Formol 10%). A utilizacdo desta solugdo é necessaria para que haja a conservacdo dos
cistos e oocistos de protozoarios, bem como de ovos e larvas de helmintos. A solugdo pode
ser preparada da seguinte forma:

= AQUA ESEHAUA. ..o 250 mL
- Solucgéo de mercurocromo @ 1:500 ........cccevvevieiiniene e 250 mL
= FOrMOI COMEICIAL ..o 25 mL
= GLICEIINA ..ottt nre 5mL

Na sequéncia a amostra foi transferida para um recipiente com capacidade para 200
mL, onde se acrescentaram 50 mL de MIF, a fim de conservar o material fecal. O contetdo,
entdo, foi filtrado, através de gaze cirdrgica dobrada em quatro partes, e coletado em outro
calice conico de 200 mL. Do filtrado, foram retirados de 1-2 mL, os quais foram transferidos
para um tubo cdnico de centrifugacdo, com capacidade de 15 mL, identificado com o nome e
numero de registro do paciente. Nesse tubo, foram acrescentados e homogeneizados 4-5 mL
de éter sulfarico e, posteriormente, centrifugados a 1.500 rpm (rotagBes por minuto) durante
10 minutos. Apos a centrifugacdo, com o auxilio de uma espatula, os detritos que haviam se
aderido as paredes do tubo foram retirados e, em seguida, o0 mesmo foi girado em 180°, de
modo que a abertura do tubo ficasse voltada para baixo, permitindo que todo o liquido fosse
descartado. Caso ainda houvesse detritos aderidos as paredes do tubo, esses eram retirados
com o auxilio de uma espatula ou bastdo com algodao enrolado em sua extremidade. Dessa

forma, apenas o sedimento ficava no tubo, no qual eram acrescentadas algumas gotas de PBS
40



7,2%. O conteudo foi novamente homogeneizado com o auxilio de uma pipeta e, em seguida,
foi transferida uma gota desse contetdo para uma lamina de vidro. Posteriormente foi
recolhido mais uma gota que foi transferida para uma segunda lamina, de modo a serem
produzidas duas laminas de cada amostra. Para a realizacdo da leitura adicionou-se uma gota
de lugol a cada lamina e a mesma foi encoberta com laminula de vidro, e, em seguida, a
lamina montada foi levada ao microscopio Optico para a realizacdo da leitura através das

objetivas de 10x e/ou 40x.

4.5.3 Método Gradiente Salino (Coelho et al, 2009)

Para a realizacdo desse método diagnostico é necessario o auxilio de um equipamento
produzido especificamente para esta metodologia. Esse dispositivo basico é composto por
dois tubos cilindricos transparentes que, embora estejam interligados, possuem capacidades
volumétricas diferentes e ficam posicionados em alturas distintas. O cilindro maior (coluna
reservatorio) possui capacidade para 50 mL e esta situado acima do recipiente menor (coluna
de separacdo), cuja capacidade é de 10 mL e est4 posicionado de modo que a sua extremidade
superior esteja sempre ao nivel da extremidade inferior do tubo maior. Os dois cilindros sdo
interligados por uma mangueira de borracha de, aproximadamente, 70 cm, cujo fluxo
volumeétrico é controlado por meio da utilizacdo de um regulador de fluxo de modo a manter
um padréo de gotejamento (1 mL = 20 gotas/minuto). Na porc¢éo inferior do cilindro menor ha
um filtro com 1 cm de espessura, o0 qual € selado com silicio. J& na por¢do superior ha uma
mangueira de drenagem pela qual o excesso de liquido € eliminado para o compartimento

coletor (Figura 08).
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Figura 8: Desenho esquematico da regido lateral do equipamento utilizado no processamento
das amostras, por meio do método gradiente salino. a) base; b) suporte do reservatério maior;
c) suporte do reservatério menor; d) reservatorio maior; e) regulador do fluxo. Fonte: Coelho
et al., 2009 — Adaptado.

Para que um maior nimero de exames pudesse ser realizado simultaneamente, o
dispositivo basico foi aprimorado de modo que, atualmente, 12 amostras podem ser
processadas ao mesmo tempo. Para isso, o cilindro de 50 mL foi substituido por uma coluna
reservatorio com capacidade para 3 litros, a qual é preenchida com solucdo salina 3%. Além
disso, a nova coluna reservatorio foi conectada a 12 colunas de separacdo, as quais nao

tiveram a capacidade de armazenamento alterada (Figura 09).
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Figura 9: Equipamento utilizado na realizagdo do método gradiente salino aprimorado.
Desenho esquematico da vista lateral, no qual somente dois dos 12 reservatorios de separagédo

estdo representados. Fonte: Coelho et al., 2009 - Adaptado.

O desenvolvimento do método ocorre da seguinte forma: a coluna de separacéo € pré-
umedecida, por meio da liberacdo da solucdo salina 3% presente na coluna reservatorio,
através do afrouxamento da roldana do regulador de fluxo. Em seguida, rola-se a roldana de
forma a clampar o regulador de fluxo e assim, impedir a saida da solugdo salina. Com o
auxilio de uma pipeta, descarta-se 0 excesso da solucdo presente sobre a superficie do filtro
poroso da coluna de separacdo. Ainda com o auxilio de uma pipeta, preenche-se totalmente a
coluna de separacdo com uma amostra fecal, previamente preparada. Essa aliquota fecal €
produzida a partir de 500 mg de fezes, a qual € diluida em 3 mL de solucéo salina a 0,85%.
Posteriormente, afrouxa-se a roldana do regulador de fluxo de modo a se alcancar o padréo de
fluxo da solugdo salina em 10 gotas/minuto. Esse ajuste de gotejamento é realizado para
tornar o fluxo da solucdo salina 3%, do compartimento maior para 0 compartimento menor,
lento e continuo. Desse modo, os residuos de baixa densidade sdo suspensos e eliminados
atraveés da mangueira de drenagem presente na extremidade superior da coluna de separacao.

Em contrapartida, os ovos dos helmintos, por apresentarem uma alta densidade, se
sedimentam no fundo do recipiente. Dessa forma, apds um periodo aproximado de 20-60
minutos se obtém uma amostra fecal de maior pureza, a partir da qual serdo preparadas doze

laminas. Nesse processo de preparacdo adiciona-se uma gota de lugol na lamina com a
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amostra e, em seguida, a recobre com uma laminula de vidro. Realizadas tais etapas, a lamina

é lida em microscépio 6ptico utilizando as objetivas de 10x e/ou 40x.

4.5.4 Método Helmintex® (Teixeira, 2007)

Para a execucao do método Helmintex® foram utilizados 30g de fezes, os quais foram
transferidos para um recipiente limpo, onde se adicionou solugdo formol 10%. Na sequéncia,
a mistura foi homogeneizada e, entdo, se deu o inicio da tamisacdo do homogeneizado de
fezes através de uma tela de nylon (500 um) sobreposta a um recipiente coletor. Para auxiliar
esta etapa foi utilizada uma espatula e agua destilada. Em seguida, a amostra foi sedimentada
espontaneamente por uma hora em temperatura ambiente. Transcorrido o tempo estipulado, o
sobrenadante foi desprezado e, em seguida, adicionou-se agua destilada. Novamente a
amostra foi sedimentada espontaneamente e o sobrenadante descartado e assim se repetiu essa
etapa até o sedimento tornar-se limpido. Quando se obteve o sedimento limpido realizaram-se
novas tamisacoes, utilizando tamises nas espessuras de 100 (S1), 200 (S2) e 325 (S3) fios por
polegada quadrada, respectivamente. Posteriormente, realizou-se a ressuspensdo do material
retido na malha S3 com agua destilada e deixou-se sedimentar espontaneamente por uma
hora, e, em seguida, recolheu-se o sedimento e o mesmo foi submetido ao método de Ritchie
(Ritchie, 1948) até que o material se tornasse limpido.

Esse sedimento obtido foi ajustado até o volume de 1,5 mL e transferido para
microtubos, sobre os quais foram adicionados 19 pL de suspensdo contendo esferas
paramagneéticas. Esses microttbulos foram incubados e agitados por uma hora, com o auxilio
do agitador orbital (Phoenix) a temperatura ambiente. Na sequéncia, o microtibulo no qual
estava presente a solucdo previamente preparada foi conectado ao magneto (BioMag®)
durante 3 minutos. O sobrenadante obtido foi desprezado e recolheu-se o sedimento que ficou
aderido a parede do microtubo e o mesmo foi colocado sobre uma lamina de vidro que foi
levada ao microscopio Otico para ser realizada a identificagdo e contagem dos ovos de

Schistosoma mansoni presentes na amostra.
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4.5.6 Teste Rapido Urina (POC-CCA)

O teste rapido Urina (Rapid Medical Diagnostics, Pretoria, Africa do Sul) é um
método qualitativo, o qual permite a deteccdo de infecgdes ativas por S. mansoni, de modo
mais especifico. Entretanto, o teste também pode ser utilizado na detec¢do de infeccdes por
outras espécies tais como S. haematobium e S. japonicum. Este método foi utilizado no teste
de 194 amostras de urina, o que demandou a aquisi¢do de 8 kits compostos por: 25 Placas
plasticas; 1 frasco contendo 3 mL de tampdo, 25 pipetas plésticas e um manual de instrucéo.
Na extremidade anterior de cada placa plastica hd um poco circular, onde a amostra é
adicionada. Com o decorrer do tempo, a urina é absorvida e distribuida por toda a extensao de
uma tira de papel, presente no interior da placa, o que pode ser observado através da abertura
retangular na porcao central da placa.

Para a realizacdo do método, a amostra foi homogeneizada e, com o auxilio de uma
pipeta plastica, retirou-se uma gota de urina, a qual foi transferida para o poc¢o circular da
placa plastica. Apos a gota se distribuir por toda a placa, adicionou-se uma gota da solugdo
tampéo. Decorridos exatos 20 minutos, realizou-se a leitura da placa. Os resultados foram
interpretados da seguinte forma: a) invalido: linha de controle (C) na cor azul ou linha de
controle ausente, mas com linha teste (T) rosada; b) negativo: linha C na cor rosa e auséncia
da linha T; c) Positivo - Trago: linha C na cor rosa e linha T muito fracamente rosada; d)
Positivo simples (+1): linha C na cor rosa e linha T fracamente rosada; e) Positivo duplo (+2):
linha de C na cor rosa e linha T rosada e; f) Positivo triplo (+3): linha C na cor rosa e linha T
fortemente rosada (Figura 10). Os casos classificados como Trago foram considerados como
positivo, pois a sua negativacdo faz com que o método ndo mais seja uma alternativa ao
método Kato-Katz (Adriko et al., 2014).
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Figura 10: InterpretacGes dos testes rapidos de urina, de acordo com cada padrdo de
bandeamento. Os numeros superiores (cor negra) referem-se a identificacdo do paciente e 0s
inferiores (cor azul) ao diagnostico. Da esquerda para a direita: Negativo (Neg): linha C
(inferior) rosada e linha T (superior) ausente. Positivo - Trago: linha C rosada e linha T muito
fracamente rosada. Positivo simples (+1): linha C rosada e linha T fracamente rosada.
Positivo duplo (+2): linha C e linha T rosadas. Positivo triplo (+3): linha C rosada e linha T

fortemente rosada.

4.6 Andlise Estatistica

A analise estatistica foi do tipo ndo parametrica, sendo que os testes do Qui-quadrado,
com nivel de significancia estabelecido em p < 0,05, e McNemar foram utilizados para se
avaliar a relacdo de dependéncia ou ndo, entre as varidveis consideradas no presente estudo.
As analises foram realizadas por meio do programa on-line OpenEpi versdo 3.03, enquanto
que para a elaboracdo dos graficos foram utilizados os programas GraphPad Prism 5 e
Microsoft Office Excel 2007.

46



4.6.1 “Padrdo Ouro”, Prevaléncia e Taxa de positividade

O “Padrao Ouro” foi estabelecido como a soma do niimero de positivos encontrados
nos quatro métodos parasitologicos de fezes (Centrifugo-Sedimentacdo, Gradiente salino,
Helmintex® e Kato-Katz). O valor encontrado foi utilizado como referéncia para analise dos
métodos utilizados.

A prevaléncia da esquistossomose, no distrito de Brejo do Amparo, foi determinada a
partir do nimero total de pacientes positivos para S. mansoni obtido pelo “Padrdo Ouro”, o
qual foi dividido pelo nimero total de pacientes participantes da pesquisa.

A taxa de positividade indica a porcentagem de individuos positivos, diagnosticada
por cada método ou combinacdo, em relacdo ao total de individuos positivos diagnosticados
pelo “Padrao Ouro”. Portanto, essa taxa foi obtida a partir do niamero de individuos positivos,
diagnosticados por técnica ou por cada variagdo do método Kato-Katz (combinagdes do
numero de ldminas e/ou amostras lidas) ou por combinacao de técnicas, dividido pelo total de

positivos identificados pelo “Padrao Ouro”.

4.6.2 Parametros estatisticos utilizados na validagdo dos métodos

Os métodos diagndsticos podem apresentar quatro situacbes merecedoras de reflexao

para fins de diagnostico, sendo elas (Tabela 02):

Verdadeiro Positivo (VP) — O teste € positivo e o individuo efetivamente tem a
infeccdo.

Falso Positivo (FP) — O teste ¢ positivo, mas o individuo ndo esta infectado.

Verdadeiro Negativo (VN) — O teste ¢ negativo e o paciente, de fato, ndo tem a
infeccdo.

Falso Negativo (FN) — O teste € negativo, mas o individuo tem a infec¢do.

Os parédmetros estatisticos utilizados na validagcdo dos métodos de diagndstico foram
especificidade, sensibilidade, valor preditivo negativo e valor preditivo positivo, 0s quais

foram obtidos de acordo com a tabela 02.
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Especificidade (E): Probabilidade do teste ser negativo dado que o paciente ndo esta
infectado.

Sensibilidade (S): Probabilidade de o teste ser positivo dado que o paciente esta
infectado.

Valor Preditivo Negativo (VPN): Mede a propor¢do de verdadeiros negativos entre
todos os individuos com teste negativo. Logo, o VPN indica a probabilidade de um individuo
com teste negativo ndo estar infectado.

Valor Preditivo Positivo (VPP): Mede a propor¢cdo de verdadeiros positivos entre
todos os individuos com teste diagndstico positivo. Logo, ele indica a probabilidade de um

individuo com teste positivo estar realmente infectado.

Tabela 2: Tabela 2x2 e os principais dados estatisticos (Sensibilidade; Especificidade; VP —
Verdadeiro Positivo; VN — Verdadeiro Negativo; FP — Falso Positivo; FN — Falso Negativo;
VPP — Valor Preditivo Positivo; VPN — Valor Preditivo Negativo) utilizados na analise dos

resultados.
“Padrao Ouro”
Teste diagndstico Total
Presente Ausente
Positivo VP (a) FP (b) (@a+b)
Negativo FN (c) VN (d) (c+d)
Total (a+c) (b +d) (a+b+c+d)

Especificidade: _ d
c+d

Valor Preditivo Negativo: d

b+d

Sensibilidade: a
a+b

Valor Preditivo Positivo: a
a+c
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4.6.3 Concordancia diagnostica

Para a determinacdo do grau de concordancia entre os métodos diagndsticos foi
utilizado o indice Kappa (ndo ponderado), o qual varia de 0 — 1. Para uma melhor
classificacdo do grau de concordéncia, foi adotada a seguinte subdivisdo do indice Kappa: a)
nenhum acordo: quando indice for menor que 0,01; b) ruim: quando indice for entre 0,01 e
0,20; c) fraca: quando entre 0,21 — 0,40; d) moderada: quando entre 0,41 e 0,60; e) boa:
quando entre 0,61 e 0,80 e; f) excelente: quando maior que 0,81 (Landis & Kock, 1977).
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5 RESULTADOS

5.1 Perfil populacional e prevaléncia

A partir dos dados (género e idade) obtidos durante o cadastramento dos participantes
do estudo foi tragado um perfil epidemiolégico da populagdo em estudo.

O estudo contou com a participacao de 257 individuos, dos quais 122 (47,47%) eram
do sexo masculino e 135 (52,53%) feminino (Figura 11).

Proporcao de participantes de
acordo com o género

BMasgculino

BFeminino

Figura 11: Perfil da populacdo em estudo de acordo com a porcentagem de individuos do

género masculino e feminino.

A média de idade dos individuos participantes foi de 34,5 anos, enquanto que a de
homens infectados foi igual a 35,3 anos e a de mulheres igual a 34,7 anos. A propor¢do de
participantes de acordo com cada faixa etaria foi calculada e os resultados compilados (Figura
12).
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Figura 12: Proporcéo de individuos participantes em relagdo as diferentes faixas etarias.

A prevaléncia da esquistossomose, obtida a partir do “Padrdo Ouro” (somatério dos
pacientes positivos para 0os métodos Centrifugo-Sedimentacdo, Gradiente salino, Helmintex®
e Kato-Katz com 14 laminas de uma mesma amostra, acrescido de mais duas laminas
produzidas a partir de cada uma das outras duas amostras fecais) foi de 45,91%, ou seja, 118
positivos em 257 individuos. Essa prevaléncia sera utilizada como referéncia na avaliacao

comparativa de todos os métodos empregados na pesquisa.

Dentre os 118 individuos positivos para Schistosoma mansoni, 55 (46,6%) eram do
sexo masculino, enquanto que 63 (53,4%) eram do sexo feminino. Entretanto, a proporc¢édo de
homens positivos foi de 45,08% (55/122), ao passo que a de mulheres positivas foi de 46,7%.
Ao analisar a prevaléncia da esquistossomose em razdo da faixa etaria, notou-se que o
intervalo de 10 a 14 anos foi aquele que apresentou a maior prevaléncia (61,10%), enquanto
gue nos intervalos de 15 a 25 anos e de 26 a 46 anos houve igualdade das prevaléncias (50%)
(Figura 13).
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Figura 13: Prevaléncia da esquistossomose observada em cada faixa etaria.

5.2 Avaliacédo do método Centrifugo-sedimentacao (MIFC)

Embora a técnica MIFC tenha sido realizada a partir da mistura de 1-2 gramas de
fezes, provenientes de cada uma das trés amostras, houve a deteccao de apenas 10 individuos
positivos para infeccdo por Schistosoma mansoni (Tabela 03). Dessa forma, a prevaléncia
indicada pela técnica foi de apenas 4,03% (10/248), ante o0s 45,91% (118/257) registrada pelo
“Padrao Ouro”. A sensibilidade do método foi de 8,54% (IC = 4,71 — 15,02). O valor
preditivo negativo observado foi de 55,04% (IC = 48,69 — 61,23), ao passo que o indice
Kappa (ndo ponderado) foi de 0,09 (IC = 0,04 — 0,14).

Tabela 3: Distribuicdo dos resultados diagnosticos realizados pelo método centrifugo-
sedimentacgdo, para a infec¢do por S. mansoni. Os valores indicam os numeros de individuos

negativos e positivos e o nimero total para cada teste em comparacao com o “Padrao Ouro”.

“Padrao Ouro”

Centrifugo-sedimentacao Total (n)
Positivo (n) Negativo (n)

Positivo (n) 10 0 10

Negativo (n) 107 131 238

Total (n) 117 131 248

Observacdo: p < 0,0001 obtido pelo teste do Qui-Quadrado.
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5.3 Método Gradiente salino

Embora o gradiente salino utilize 500 mg de fezes, a prevaléncia observada (21,32%)
foi inferior & metade da encontrada pelo “Padrao Ouro” (45,91%), identificando 42 positivos
em 197 participantes (Tabela 04). Dentre os 94 individuos positivos, detectados pelo “Padrao
Ouro”, 0o método foi capaz de identificar somente 42, o que acarretou em uma sensibilidade de
44,68% (IC = 35,04 — 54,74), com valor preditivo negativo de 66,45% (IC = 58,7 — 73,41) e
indice Kappa (ndo ponderado) de 0,458 (IC = 0,340 — 0,575).

Tabela 4: Distribuicdo dos resultados diagnosticos realizados pelo método gradiente salino,
para a infeccdo por Schistosoma mansoni. Os valores indicam os ndmeros de individuos

negativos e positivos e 0 nimero total para cada teste em comparagdo com o “Padrdo Ouro”.

“Padrio Ouro”

Gradiente salino Total
Positivo Negativo

Positivo 42 0 42

Negativo 52 103 155

Total 94 103 197

Observacdo: p < 0,00010btido pelo teste do Qui-Quadrado.

Segundo Melo & Coelho (2011), o uso de métodos quantitativos, tal como gradiente
salino, possibilita calcular o niamero de ovos eliminados por grama de fezes (OPG), o qual
pode ser utilizado para se inferir a intensidade da infeccao pelo parasito S. mansoni.

Seguindo a classificacdo proposta por WHO (2002), para identificagdo da carga
parasitaria contida no hospedeiro, 0 método gradiente salino diagnosticou 38 individuos com
infeccdo leve (OPG 1-99), 02 com infeccdo moderada (OPG 100-399) e outros 02 com
infeccdo alta (OPG > 399). O menor valor detectado pelo metodo foi igual a 02 ovos por
grama de fezes, ao passo que o maior valor foi igual a 578, com média populacional de 45,76

ovos por grama de fezes (Figura 14).
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Figura 14: Distribuicdo e classificacdo quanto a carga parasitaria dos individuos
diagnosticados como positivos para S. mansoni, pelo método gradiente salino, de acordo com
0 numero de ovos eliminados por grama de fezes em infeccdo leve (OPG 1-99), moderada
(100-399) ou alta (OPG >399) de acordo com a OMS (2002).

5.4 Método Helmintex®

A analise de 30g de fezes, pelo método Helmintex®, identificou 87 positivos dentre os
221 participantes, ou seja, uma prevaléncia de 39,37%. O método, portanto, diagnosticou
somente 18 “falsos negativos”, em relacdo ao “Padrdo Ouro” (Tabela 05). Por tal razdo, a
sensibilidade e o valor preditivo negativo encontrado foram de 82,86% (IC = 74,52 — 88,87) e
de 86,57% (IC = 79,76 — 91,33), respectivamente. O indice Kappa (ndo ponderado) observado
foi de 0,835 (0,705 — 0,965).
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Tabela 5: Distribuicdo dos resultados diagnosticos realizados pelo método Helmintex®, para

a infeccdo por Schistosoma mansoni. Os valores indicam os nimeros de individuos negativos

e positivos e o numero total para cada teste em comparagao com o “Padrao Ouro”.

“Padrio Ouro”

Helmintex® Total
Positivo Negativo

Positivo 87 0 87

Negativo 18 116 134

Total 105 116 221

Observacdo: p < 0,00010btido pelo teste do Qui-Quadrado.

5.5 Método Teste rapido de urina (POC-CCA)

A andlise da amostra urindria de 194 pacientes registrou 89 positivos para a

esquistossomose, ou seja, uma prevaléncia de 45,88% (Tabela 06). Enquanto que a

sensibilidade observada foi de 81,65% (IC = 73,35 — 87,1) e o valor preditivo negativo
registrado foi de 80,95% (IC = 72,4 — 87,32). Ja o indice Kappa (ndo ponderado) foi de 0,796

(0,658 — 0,934).

Tabela 6: Distribuicdo dos resultados diagnosticos realizados pelo método teste rapido de

urina (POC-CCA), para a infecc¢éo por Schistosoma mansoni. Os valores indicam 0s numeros

de individuos negativos e positivos e 0 numero total para cada teste em comparacdo com o

“Padrao Ouro”.

“Padrao Ouro”

Teste rapido de urina Total
Positivo Negativo

Positivo 89 0 89

Negativo 20 85 105

Total 109 85 194

Observacao: p < 0,00010btido pelo teste do Qui-Quadrado.
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Embora a prevaléncia obtida pelo método Teste rapido urina (POC-CCA) (45,88%)
seja igual a observado pelo “Padrio Ouro” (45,91%), o teste rapido diagnosticou 18
individuos como positivos, mas que ndo foram assim classificados por nenhum dos métodos
parasitologicos de fezes. Além disso, 0 método ndo identificou 38 pacientes diagnosticados
como positivo pelo “Padrdo Ouro”. Sendo assim, o método foi novamente analisado, mas
considerando os 18 individuos diagnosticados, apenas no POC-CCA, como negativos. Por tal
razdo, esta avaliacdo foi a adota como referéncia nas comparacdes feitas pelo presente estudo.

Ao adotar tal medida, o numero de individuos positivos reduziu para 71 dentre 194
participantes, o que diminuiu a prevaléncia para 36,60% (Tabela 07). A sensibilidade foi
reduzida para 65,14% (IC = 55,81 — 73,43), ao passo que o novo valor preditivo negativo foi
de 69,11% (IC = 60,47 — 76,59). Ja o indice Kappa (ndo ponderado) encontrado foi de 0,621
(IC =0,491 - 0,751).

Tabela 7: Distribuicdo dos resultados diagndsticos realizados pelo método teste rapido de
urina, para a infeccdo por Schistosoma mansoni. Os valores indicam 0s ndmeros de
individuos negativos e positivos e 0 ndmero total para cada teste em comparagdo com o

“Padrao Ouro”.

“Padrao Ouro”

Teste rapido de urina Total
Positivo Negativo

Positivo 71 0 71

Negativo 38 85 123

Total 109 85 194

Observacdo: p < 0,0001obtido pelo teste do Qui-Quadrado.

5.6 Diagnostico da esquistossomose a partir do método Kato-Katz

5.6.1 Avaliacdo do método Kato-Katz com uma amostra e duas laminas (AM1 K1-K2)

A leitura de duas ldminas, a partir de uma Unica amostra fecal, é o procedimento

recomendado pela Organizagdo Mundial de Sadde (WHO, 1994). Ao praticar tal
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recomendacdo foi observada uma prevaléncia de 20,43% (48 positivos em 235 exames
realizados) (Tabela 08). Ao comparar esse valor com a prevaléncia obtida pelo “Padrao Ouro”
(45,91%) percebe-se que o modelo de diagndstico, recomendado pela OMS, subestima a
prevaléncia da doenca em 2,2 vezes. Os demais valores estatisticos observados foram de
41,38% (IC = 32,83 — 50,48) para a sensibilidade, de 63,64% (IC = 56,53 — 70,19) para o
valor preditivo negativo e de 0,417 (IC =0,313 — 0,5207) para o indice Kappa (ndo

ponderado).

Tabela 8: Distribui¢do dos resultados diagndsticos realizados pelo método Kato-Katz, com
duas laminas de uma mesma amostra, para a infeccdo por Schistosoma mansoni. Os valores
indicam os numeros de individuos negativos e positivos e o nimero total para cada teste em

comparag¢do com o “Padrdo Ouro”.

“Padrio Ouro”

AM1 K1-K2 Total
Positivo Negativo

Positivo 48 0 48

Negativo 68 119 187

Total 116 119 235

Observacdo: p < 0,0001obtido pelo teste do Qui-Quadrado.

5.6.2 Avaliacao do método Kato-Katz com uma amostra e seis laminas (AM 1 K1-K6)

A leitura de seis ldminas de uma mesma amostra (AM 1 K1-K6) resultou em uma
prevaléncia de 28,97% (62 positivos em 214 exames realizados) (Tabela 09). A sensibilidade
observada foi de 56,36% (IC = 47,04 — 65,26), enquanto o valor preditivo negativo foi de
68,42% (IC = 60,65 — 75,28). O indice Kappa (ndo ponderado) encontrado foi de 0,557 (0,437
—-0,677).
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Tabela 9: Distribui¢do dos resultados diagnosticos realizados pelo método Kato-Katz, com
seis laminas de uma mesma amostra, para a infeccdo por Schistosoma mansoni. Os valores
indicam os numeros de individuos negativos e positivos e 0 nimero total para cada teste em

comparag¢ao com o “Padrao Ouro”.

“Padrio Ouro”

AM 1 K1-K6 Total
Positivo Negativo

Positivo 62 0 62

Negativo 48 104 152

Total 110 104 214

Observacdo: p < 0,0001obtido pelo teste do Qui-Quadrado.

5.6.3 Avaliacdo do método Kato-Katz com uma amostra e doze laminas (AM 1 K1-K12)

A leitura de 12 ldminas de uma unica amostra fecal (AM 1 K1-K12) encontrou uma
prevaléncia de 30,18% (64 positivos/212 individuos) (Tabela 10). A sensibilidade observada
foi de 58,72% (IC = 49,33 — 67,51), enquanto que o valor preditivo negativo foi de 69,59%
(IC =61,77 — 76,43). O indice Kappa (ndo ponderado) encontrado foi de 0,580 (IC= 0,458 —
0,702).

Tabela 10: Distribuicdo dos resultados diagnosticos realizados pelo método Kato-Katz, com
doze laminas de uma mesma amostra, para a infecgdo por Schistosoma mansoni. Os valores
indicam os numeros de individuos negativos e positivos e o nimero total para cada teste em

comparag¢do com o “Padrdo Ouro”.

“Padrao Ouro”

AM 1 K1-K12 Total
Positivo Negativo

Positivo 64 0 64

Negativo 45 103 148

Total 109 103 212

Observacdo: p < 0,00010btido pelo teste do Qui-Quadrado.
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5.6.4 Avaliacdo do método Kato-Katz com uma amostra e quatorze laminas (AM 1 K1-K14)

Ao realizar a leitura de 14 laminas de uma mesma amostra (AM 1 K1-K14), a
prevaléncia observada foi de 29,91% (64 positivos/214 pacientes) (Tabela 11). Ja a
sensibilidade e o valor preditivo negativo foram de 58,18% (IC = 48,84 — 66,97) e 69,33% (IC
= 61,55 — 76,15), respectivamente. O indice Kappa (ndo ponderado) encontrado foi de 0,575
(IC =0,454 - 0,697).

Tabela 11: Distribuicdo dos resultados diagnosticos realizados pelo método Kato-Katz, com
quatorze laminas de uma mesma amostra, para a infeccdo por Schistosoma mansoni. Os
valores indicam os nimeros de individuos negativos e positivos e o nimero total para cada

teste em comparagdo com o “Padrdo Ouro”.

“Padrdao Ouro”

AM 1 K1-K14 Total
Positivo Negativo

Positivo 64 0 64

Negativo 46 104 150

Total 110 104 214

Observacdo: p < 0,00010btido pelo teste do Qui-Quadrado.

5.6.5 Avaliacdo do método Kato-Katz com trés amostras e seis laminas (AM 1-3 K1-K2)

Ao realizar a leitura de seis laminas, trés amostras com duas laminas cada (AM 1-3
K1-K2), obteve-se uma prevaléncia de 37,77% (71 positivos/188 individuos) (Tabela 12). A
sensibilidade observada foi de 65,74% (IC = 56,39 — 74,01%), enquanto que o valor preditivo
negativo e o indice Kappa (ndo ponderado) foram de 68,38% (IC = 59,48 — 76,1) e 0,62
(0,488 — 0,752), respectivamente.
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Tabela 12: Distribuicdo dos resultados diagnosticos realizados pelo método Kato-Katz, com
duas laminas, provenientes de trés amostras cada, para a infec¢do por Schistosoma mansoni.
Os valores indicam os nimeros de individuos negativos e positivos e o nimero total para cada

teste em comparagao com o “Padrao Ouro”.

“Padrio Ouro”

AM 1-3 K1-K2 Total
Positivo Negativo

Positivo 71 0 71

Negativo 37 80 117

Total 108 80 188

Observacdo: p < 0,00010btido pelo teste do Qui-Quadrado.

5.7 Efeito do aumento do nimero de laminas do método Kato-Katz para uma mesma
amostra

A prevaléncia e a sensibilidade, obtidas a partir de uma amostra com 6, 12 e 14

laminas e de trés amostras com duas laminas cada, foram comparadas (Figura 15).
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Figura 15: Efeito do aumento do ndmero de laminas e amostras analisadas pelo método
Kato-Katz, em relacdo a sensibilidade e a prevaléncia da esquistossomose.
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5.8 Determinacéo do namero de ovos por grama de fezes

A intensidade da infeccdo por S. mansoni foi estimada a partir da média do nimero de
ovos eliminados por grama de fezes, obtida com base na leitura de duas laminas de uma
mesma amostra. Com tal metodologia, e de acordo com a classificacdo de WHO, 2002, foram
diagnosticados 32 individuos com carga parasitaria leve (1-99 OPG), 12 com carga moderada
(100-399 OPG) e 4 com carga parasitaria alta (> 399 OPG) (Figura 16). Os valores de OPG
encontrados variaram de 12 a 4212, com uma média populacional de 210 ovos por grama de
fezes, ou seja, uma infeccdo moderada na area pesquisada. Entretanto, observou-se que essa
elevada média de OPG sofreu forte influéncia da quantidade de ovos eliminados nas fezes de
dois pacientes (Individuo A = 1716 OPG; Individuo B = 4212 OPG). Isso foi confirmado ao
desconsiderar o resultado desses dois individuos, o que nos permitiu encontrar uma média de

90,26 OPG, ou seja, uma infec¢éo leve.
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Figura 16: Distribuigéo e classificagdo dos individuos positivos com base no nimero de ovos
eliminados por grama de fezes (OPG), segundo o método Kato-Katz com duas laminas de
uma Unica amostra. Classificacdo em carga parasitaria leve (OPG 1-99; n=32), moderada
(OPG 100-399; n=12), e alta (OPG > 399; n=4) de acordo com a OMS (2002).
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Ao detalhar os individuos com carga parasitéria leve, notou-se que 13 individuos
possuiam o OPG minimo para deteccdo por duas laminas de Kato-Katz (12), 08 apresentaram
24 OPG, 05 com 36 OPG, 02 com 48 OPG e 04 com 60 OPG (Figura 17).
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Figura 17: Distribui¢do do nimero de individuos com baixa carga parasitaria.

A média de ovos na populacdo, a partir da analise de 12 laminas de Kato-Katz, foi
igual a 75 OPG. Dentre os individuos examinados, 54 apresentaram baixa carga parasitaria,
06 tiveram uma carga parasitaria media e 04 foram diagnosticados com alta carga (Figura 18).

Os valores minimo e maximo foram de 02 e 2988, respectivamente.
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Figura 18: Distribuicéo e classificagdo dos individuos positivos com base no nimero de ovos
eliminados por grama de fezes (OPG), segundo o método Kato-Katz com doze laminas de
uma unica amostra. Classificacdo em carga parasitaria leve (OPG 1-99; n=32), moderada
(OPG 100-399; n=12), e alta (OPG > 399; n=4) de acordo com a OMS (2002).

5.9 — Avaliacdo do desempenho de cada método em funcdo da carga parasitaria
encontrada pelo AM1 K1-K2

Para se avaliar o desempenho de cada método em fungdo da carga parasitéaria foi
utilizado o método Kato-Katz com duas laminas (AM1 K1-K2). Os individuos diagnosticados
como positivo pelo “Padrao Ouro”, mas com OPG igual a zero no AM1 K1-K2, foram
classificados como baixa carga parasitaria. Essa adaptacdo da classificagdo proposta pela
Organizacdo Mundial de Saude (WHO, 2002) foi necessaria, visto que a carga parasitaria
desses individuos, possivelmente, estava abaixo do limiar de deteccdo pelo AM1 K1-K2, ou
seja, inferior a 12 OPG. Os resultados obtidos foram sintetizados e comparados entre si
(Tabela 13).
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Tabela 13: Avaliacdo do desempenho de diferentes métodos de diagnostico em funcdo da
carga parasitaria encontrada a partir da leitura de duas lIaminas de Kato-Katz (AM1 K1-K2).
Observacdo: 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 e; POC-CCA:
Teste rapido de urina.

Carga Parasitaria em funcdo do OPG
Método Baixa Média Alta
(0*-99) (100 - 399) (> 399)
Centrifugo-Sedimentacao 5% (05/100) 27,27% (03/11) | 50% (02/04)
AM1 K1-K2 32% (32/100) 100% (12/12) | 100% (04/04)
AM1 K1-K6 48,94% (46/94) | 100% (12/12) | 100% (04/04)
AM1 K1-K12 52,13% (49/94) | 100% (11/11) | 100% (04/04)
AM1 K1-K14 52,13% (49/94) | 100% (11/11) | 100% (04/04)
AM1-3 K1-K2 59,78% (55/92) | 100% (12/12) | 100% (04/04)
Gradiente Salino 39,02% (32/82) 100% (06/06) | 100% (04/04)
Helmintex® 82,22% (74/90) | 100% (11/11) | 100% (03/03)
POC-CCA 60% (57/95) 100% (09/09) | 100% (04/04)
Padr&o Ouro 100% (100/100) | 100% (12/12) | 100% (04/04)

* Individuos diagnosticados como positivo pelo “Padrao Ouro”, mas com OPG igual a zero

no AM1 K1-K2, foram classificados como tendo baixa carga parasitaria.

5.10 — Sintese e comparacdo dos valores observados com os diferentes métodos

O método Centrifugo-sedimentacdo ou MIFC foi o que subestimou, de modo mais
intenso, a prevaléncia da esquistossomose. A técnica de Kato-Katz apresentou uma maior
sensibilidade ao aumentar o nimero de amostras ou laminas lidas. O uso de 500 mg de fezes
pelo método Gradiente salino identificou uma prevaléncia inferior & observada com a mesma
quantidade de fezes, por meio do Kato-Katz (AM 1 K1-K12). A técnica Helmintex® foi a que

apresentou a maior concordancia diagndstica com o “Padrao Ouro”. O teste rapido de urina
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(POC-CCA) foi capaz de detectar uma prevaléncia superior a observada pelo AM 1 K1-K2,
mas comparavel 8 AM 1-3 K1-K2 (Tabela 14).

Tabela 14: Sintese e comparacdo dos valores estatisticos obtidos a partir da analise dos

resultados encontrados com os diferentes métodos diagnosticos, tendo como referéncia o

numero de individuos positivos confirmados pelo “Padrao Ouro”.

Método Prevaléncia (%)  Sensibilidade (%) VPN (%) Kappa

MIFC 4,03 8,54 (4,71 — 15,02) 55,04 (48,69 —61,23) 0,09 (0,04 —0,14)
AM 1 K1-K2 20,43 41,38 (32,83 -50,48) 63,64 (56,53 —70,19) 0,417 (0,313 -0,521)
AM 1 K1-K6 28,97 56,36 (47,04 — 65,26) 68,42 (60,65 —75,28) 0,557 (0,437 —0,677)
AM 1 K1-K12 30,18 58,72 (49,33 - 67,51) 69,59 (61,77 — 76,43) 0,580 (0,458 — 0,702)
AM 1K1-K14 29,91 58,18 (48,84 — 66,97) 69,33 (61,55-76,15) 0,575 (0,454 — 0,697)
AM 1-3K1-K2 37,77 65,74 (56,39 — 74,01) 68,38 (59,48 — 76,1) 0,62 (0,488 - 0,752)
Gradiente salino 21,32 44,68 (35,04 — 54,74) 66,45 (58,7 — 73,41) 0,458 (0,340 — 0,575)
Helmintex® 39,37 82,86 (74,52 -88,87) 86,57 (79,76 —91,33) 0,835 (0,705 — 0,965)
POC-CCA 36,30 65,14 (55,81 — 73,43) 69,11 (60,47 - 76,59) 0,621 (0,491 —0,751)

Observacdo: MIFC: Centrifugo-sedimentacdo; 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; VPN: Valor Preditivo Negativo.

5.11 Comparagdes entre dois métodos

A quantidade de material fecal, em muitos casos, ndo foi suficiente para a realizacao
de todos os métodos parasitologicos. Sendo assim, a contagem dos individuos identificados

pelas diferentes combinagdes seguiu ao seguinte procedimento (Tabela 15):
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Tabela 15: Procedimento adotado diante de cada situagdo, ao longo do processo de

contabilizacdo do diagndstico de cada individuo.

Situacao Contabilizada
como
I. Ambos os métodos identificaram o individuo como positivo. Positivo
Il. Um dos métodos identificou como positivo e o0 outro como Positivo

negativo.

I1l. Um dos métodos identificou como positivo, e 0 outro ndo foi | N&o realizado

realizado.

IV. Ambos os métodos identificaram como negativo. Negativo
V. Um método identificou como negativo e outro ndo foi realizado. Né&o realizado
VI. Ambos os métodos nao foram realizados. Né&o realizado

Em relacdo a situagdo V, a contabilizagdo deve ser considerada como néo realizada,
pois embora o primeiro método tenha resultado negativo, pode ocorrer de ao realizar o
segundo método, este detectar a infeccdo. Portanto, foi prudente ndo contabilizar os

individuos que tenham apresentado o seu diagnostico em tal situacao.

5.11.1 Comparacdo entre o método parasitolégico Helmintex® em relacdo aos demais
métodos utilizados no diagndstico da esquistossomose mansoni

5.11.1.1 Comparacao Helmintex® e Gradiente salino

Ao utilizar tal combinacdo foram identificados 74 positivos em 182 pacientes, o que
resultou em uma prevaléncia de 46,80%. Sendo que 34 positivos foram identificados por
ambos 0s métodos, 37 apenas pelo Helmintex® e 03 somente pelo gradiente salino (Tabela
16). A taxa de positividade do Helmintex® (39,01%) foi significativamente maior (p <
0,0000001) do que a encontrada pelo gradiente salino (20,33%). O gradiente salino, em
relacdo ao Helmintex®, apresentou sensibilidade de 47,89% (IC = 36,38 — 59,31),
especificidade de 97,3% (IC = 92,35 — 99,08), VPP de 91,89% (IC = 78,7 — 97,2), VPN de
74,48% (IC = 66,82 — 80,88) e indice Kappa (ndo ponderado) de 0,495 (IC = 0,363 — 0,626).
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Tabela 16: Distribuicdo dos resultados diagnosticos realizados pela combinacdo entre os
métodos Helmintex® e gradiente salino, para a infecgdo por Schistosoma mansoni. Os valores
indicam os numeros de individuos negativos e positivos e o nimero total para cada teste em

comparag¢ao com o “Padrao Ouro”.

Helmintex®
Gradiente salino Total
Positivo Negativo
Positivo 34 03 37 (20,33%)
Negativo 37 108 145
Total 71 (39,01%) 111 182

Observacdo: p < 0,0001 obtido pelo teste do Qui-Quadrado.

5.11.1.2 Comparacao Helmintex® e Centrifugo-sedimentacdo (MIFC)

A combinacdo entre os dois métodos resultou numa prevaléncia de 40,28% (87
positivos em 216 individuos). O método Helmintex® identificou 87 positivos, incluindo os
unicos dez pacientes positivos identificados pelo método Centrifugo-sedimentacédo. Portanto,
somente 10 individuos foram diagnosticados por ambos os métodos (Tabela 17). A taxa de
positividade do método Helmintex® (40,28%) também foi significativamente maior (p <
0,0000001) do que a observada pelo Centrifugo-sedimentacdo (4,63%). Na comparacdo do
Centrifugo-sedimentacdo com o Helmintex®, foi observada sensibilidade de 11,49% (IC =
6,36 — 20), especificidade e VPP de 100%, enquanto que o VPN e o indice Kappa (ndo
ponderado) foram de 62,62% (IC = 5584 — 68,94) e 0,134 (IC = 0,068 — 201),

respectivamente.
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Tabela 17: Distribuicdo dos resultados diagnoésticos realizados pela combinacdo entre os
métodos Helmintex® e Centrifugo-sedimentacéo, para a infec¢do por Schistosoma mansoni.
Os valores indicam os nimeros de individuos negativos e positivos e o nimero total para cada

teste em comparagao com o “Padrao Ouro”.

Helmintex®
Centrifugo-Sedimentacao Total
Positivo Negativo
Positivo 10 0 10 (4,63%)
Negativo 77 129 206
Total 87 (40,28%) 129 216

Observacdo: p < 0,0000001 obtido pelo teste do Qui-Quadrado.

5.11.1.3 Comparacao entre Helmintex® e Kato-Katz em relacdo a mesma amostra

A combinacdo do método Helmintex® com o modelo de diagndstico, proposto pelo
PCE (método Kato-Katz com uma amostra e duas laminas), encontrou uma prevaléncia de
45,41% pacientes positivos para a esquistossomose. Observou-se, ainda, uma diferenca
significativamente maior (p < 0,0000001) do Helmintex® em relagdo ao modelo sugerido
pelo PCE, visto que o primeiro obteve uma taxa de positividade de 42,03%, enquanto o
segundo alcangou apenas 20,29% (Tabela 18). A sensibilidade de duas laminas de Kato-Katz
em relacdo ao Helmintex® foi de 40,23% (IC = 30,55 — 50,74) apresentando uma
especificidade de 94,17% (IC = 88,45 — 97,15), VPP de 83,33% (IC = 69,4 — 91,68), VPN de
68,48% (IC = 61,04 — 75,08) e um indice Kappa (ndo ponderado) de 0,37 (IC = 0,25 - 0,49).
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Tabela 18: Distribuicdo dos resultados diagnoésticos realizados pela combinacdo entre os
métodos Helmintex® e Kato-Katz, com duas laminas de uma Unica amostra (AM 1 K1-K2),
para a infeccdo por Schistosoma mansoni. Os valores indicam os numeros de individuos

negativos e positivos e o nimero total para cada teste em comparacao com o “Padrao Ouro”.

Helmintex®
Kato-Katz (AM 1 K1-K2) Total
Positivo Negativo
Positivo 35 07 42 (20,29%)
Negativo 52 113 165
Total 87 (42,03%) 120 207

Observacdo: p < 0,0000001 obtido pelo teste do Qui-Quadrado.

Entretanto, a prevaléncia observada pela combinacdo dos meétodos Helmintex® e
Kato-Katz com seis laminas de uma tnica amostra (AM1 K1-K6) foi de 47,92%. A propor¢éao
de individuos positivos para S. mansoni identificados pelo Helmintex® foi de 43,23%, ao
passo que a do Kato-Katz (AM 1 K1-K6) foi de 28,13% (Tabela 19). Essa diferencga foi
estatisticamente significativa (p = 0,00004).

A comparacdo entre os dois métodos revelou que a sensibilidade de seis laminas de
uma mesma amostra em relacdo ao Helmintex® foi de 55,42% (IC = 44,72 — 65,64), com
especificidade de 91,74% (IC = 85,05 — 95,6), VPP de 83,64% (IC = 71,74 — 91,14), VPN de
72,99% (IC = 65,01 — 79,73) e indice Kappa (ndo ponderado) de 0,491 (IC = 0,357 - 0,626).
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Tabela 19: Distribuicdo dos resultados diagnoésticos realizados pela combinacdo entre os
métodos Helmintex® e Kato-Katz, com seis laminas de uma unica amostra (AM 1 K1-K6),
para a infeccdo por Schistosoma mansoni. Os valores indicam os numeros de individuos

negativos e positivos e o nimero total para cada teste em comparacao com o “Padrao Ouro”.

Helmintex®
Kato-Katz (AM 1 K1-K6) Total
Positivo Negativo
Positivo 46 09 54 (28,13%)
Negativo 37 100 137
Total 83 (43,23%) 109 192

Observacdo: p = 0,00004 obtido pelo teste do Qui-Quadrado.

A prevaléncia observada pela combinacdo dos métodos Helmintex® e Kato-Katz com
doze laminas de uma mesma amostra (AM1 K1-K12) foi de 48,95%. A proporcdo de
individuos positivos para S. mansoni identificados pelo Helmintex® foi de 43,68%, ao passo
que a do Kato-Katz (AM 1 K1-K12) foi de 30,53%, o que indica uma diferenca
significativamente maior (p = 0,00024) (Tabela 20). A sensibilidade de uma amostra com
doze laminas, em relacdo ao Helmintex®, foi de 57,83% (IC = 47,09 — 67,88), com
especificidade de 90,65% (IC = 83,65 — 94,84), VPP de 82,76% (IC = 71,09 - 90.36), VPN
73,48% (IC = 65,37 — 80,27) e indice Kappa (ndo ponderado) de 0,502 (IC = 0,365 — 0,638).
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Tabela 20: Distribuicdo dos resultados diagnosticos realizados pela combinacdo entre os
métodos Helmintex® e Kato-Katz, com doze laminas de uma Unica amostra (AM 1 K1-K12),
para a infeccdo por Schistosoma mansoni. Os valores indicam os numeros de individuos

negativos e positivos ¢ o ntimero total para cada teste em comparagdo com o “Padrdo Ouro”.

Helmintex®
Kato-Katz (AM 1 K1-K12) Total
Positivo Negativo
Positivo 48 10 58 (30,53%)
Negativo 35 97 149
Total 83 (43,68%) 107 192

Observacdo: p = 0,00024 obtido pelo teste do Qui-Quadrado.

No entanto, a combinacdo dos métodos Helmintex® e Kato-Katz com 14 laminas de
uma Unica amostra (AM 1 K1-K14) registrou uma prevaléncia, para a esquistossomose, de
48,69%. Além disso, a taxa de positividade do Helmintex® (43,46%) foi significativamente
maior (p = 0,0002) do que a observada pela técnica AM 1 K1-K14 (30,37%) (Tabela 21). A
leitura de quatorze laminas de uma mesma amostra apresentou, em relagdo ao Helmintex®,
sensibilidade de 57,83% (IC = 47,09 — 67,88), especificidade de 90,74% (IC = 83,79 — 94,89),
VPP de 82,76% (IC = 71,09 — 90,36), VPN = 73,68% (IC = 65,61 — 80,43) e Kappa (ndo
ponderado) de 0,503 (0,367 — 0,634).

Tabela 21: Distribuicdo dos resultados diagnosticos realizados pela combinacdo entre os
métodos Helmintex® e Kato-Katz, com quatorze laminas de uma Unica amostra (AM 1 K1-

K14), para a infeccdo por S. mansoni.

Helmintex®
Kato-Katz (AM 1 K1-K14) Total
Positivo Negativo
Positivo 48 10 58 (30,37%)
Negativo 35 98 133
Total 83 (43,46%) 108 191

Observacao: p = 0,0002 obtido pelo teste do Qui-Quadrado.
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5.11.1.4 Comparacao entre Helmintex® e Kato-Katz (AM 1-3 K1-K?2)

A andlise, a seguir, refere-se & combinag&o realizada entre 0 método Helmintex® e o
método Kato-Katz, para o qual se utilizou trés amostras com duas laminas cada, totalizando 6
laminas e trés amostras (AM 1-3 K1-K2). Essa combinacdo possibilitou registrar uma
prevaléncia de 56,29%, para a esquistossomose. A taxa de positividade do método
Helmintex® (47,3%) foi significativamente maior (p = 0,026) do que a observada pela
combinacdo de seis laminas, provenientes de trés amostras (AM 1-3 K1-K2) (37,72%)
(Tabela 22). A leitura de seis laminas provenientes de trés amostras apresentou, em relacéo ao
Helmintex®, sensibilidade de 60,76% (IC = 49,73 — 70,79), especificidade de 82,95% (IC =
73,76 - 89.39), VPP de 76,19% (IC = 64,36 - 85.01), VPN = 70,19% (IC = 60,81 - 78.14) e
Kappa (ndo ponderado) de 0,442 (0,292 — 0,591).

Tabela 22: Distribuicdo dos resultados diagnésticos realizados pela combinacdo entre os
métodos Helmintex® e Kato-Katz, com duas laminas de trés amostras cada (AM 1-3 K1-K2),
para a infeccdo por Schistosoma mansoni. Os valores indicam os numeros de individuos

negativos e positivos € o nimero total para cada teste em comparacao com o “Padrao Ouro”.

Helmintex®
Kato-Katz (AM 1-3 K1-K2) Total
Positivo Negativo
Positivo 48 15 63 (37,72%)
Negativo 31 73 104
Total 79 (47,3%) 88 167

Observacao: p = 0,026 obtido pelo teste do Qui-Quadrado.

5.11.1.5 Comparacao entre os métodos Helmintex® e Teste rapido de urina (POC-CCA)

A combinacéo entre 0 Helmintex® e o Teste rapido de urina (POC-CCA) indicou uma
prevaléncia de 54,44% (92 positivos dentre os 169 individuos examinados). Desses 92

individuos, 52 foram diagnosticados por ambos os métodos, 28 somente pelo Helmintex® e
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12 apenas pelo Teste rapido (Tabela 23). A taxa de positividade do método Helmintex®
(47,34%) foi significativamente maior (p = 0,017) do que a observada pelo Teste rapido de
urina (POC-CCA) (37,87%). A sensibilidade do POC-CCA, em relagdo ao Helmintex®, foi
de 65% (IC = 54.08 - 74.55) apresentando uma especificidade de 86,52% (IC = 77.9 - 92.12),
VPP de 81,25% (IC = 70.03 - 88.94), VPN de 73,33% (IC = 64.16 - 80.86) e um indice Kappa
(ndo ponderado) de 0,520 (IC = 0,373 — 0,668).

Tabela 23: Distribuicdo dos resultados diagndsticos realizados pela combinacdo entre os
métodos Helmintex® e Teste rapido de urina (POC-CCA), para a infec¢do por Schistosoma
mansoni. Os valores indicam os nimeros de individuos negativos e positivos e 0 nimero total

para cada teste em comparacao com o “Padrao Ouro”.

Helmintex®
POC-CCA Total
Positivo Negativo
Positivo 52 12 64 (37,87%)
Negativo 28 77 105
Total 80 (47,34%) 89 169

Observacdo: p = 0,017 obtido pelo teste do Qui-Quadrado.

5.11.2 Comparacdo entre o0 método Kato-Katz com duas laminas de uma mesma amostra
(AM1 K1-K2) em relacdo as demais metodologias de diagnostico para a esquistossomose

mansoni

5.11.2.1 Comparacdao AM 1 K1-K?2 e Centrifugo-sedimentacao

A Combinacdo do método Kato-Katz com uma amostra e duas laminas (AM 1 K1-K2)
e Centrifugo-sedimentacdo indicou uma prevaléncia de 21,12%, para a esquistossomose. A
taxa de positividade para AM1 K1-K2 (20,25%) foi significativamente maior (p < 0,0000001)
do que a observada pelo método centrifugo-sedimentacdo (4,31%). O uso de uma amostra
com duas laminas diagnosticou 47 pacientes com esquistossomose, destes 39 ndo foram

identificados pelo centrifugo-sedimentacdo. O centrifugo-sedimentacdo identificou 10
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pacientes, dos quais apenas 02 ndo foram detectados pelo Kato-Katz (AM 1 K1-K2). No total,
somente 08 positivos foram identificados por ambos os métodos (Tabela 24).

Em relacdo a duas laminas de Kato-Katz da mesma amostra, a sensibilidade do
centrifugo-sedimentacdo foi de 17,02% (IC= 8,89 — 30,14) apresentando uma especificidade
de 98,92% (IC = 96,14 — 99,7), VPP de 80% (49,02 — 94,33), VPN de 82,43% (IC = 76,89 —
86,87) e indice Kappa (ndo ponderado) de 0,226 (IC = 0,134 — 0,318).

Tabela 24: Distribuicdo dos resultados diagndsticos realizados pela combinacdo entre os
métodos Kato-Katz, com duas laminas de uma unica amostra (AM 1 K1-K2), e Centrifugo-
sedimentacdo, para a infeccdo por S. mansoni. Os valores indicam o0s nimeros de individuos

negativos e positivos e o nimero total para cada teste em comparagdo com o “Padrao Ouro”.

Kato-Katz (AM 1 K1-K2)

Centrifugo-sedimentacao Total
Positivo Negativo

Positivo 08 02 10 (4,31%)

Negativo 39 183 222

Total 47 (20,25%) 185 232

Observacdo: p < 0,0000001, obtido pelo teste do Qui-Quadrado.

5.11.2.2 Comparacao entre o método Kato-Katz (AM 1 K1-K?2) e Gradiente salino

A prevaléncia observada para a combinacdo entre 0 AM 1 K1-K2 e o gradiente salino
foi de 27,75%. O primeiro método identificou 35 pacientes, dos quais 13 ndo foram
diagnosticados pelo gradiente salino. O segundo, por sua vez, diagnosticou 40 pacientes.
Contudo, 18 individuos ndo foram detectados pelo AM 1 K1-K2. O numero de pacientes
diagnosticados por ambos os métodos foi de 22. A taxa de positividade para 0 AM 1 K1-K2
foi de 18,32%, enquanto que o gradiente salino registrou 20,94% (Tabela 25). Essa diferenca
ndo foi significativa (p = 0,473). Em relacdo a duas laminas de Kato-Katz da mesma amostra,
a sensibilidade do gradiente salino foi de 62,86% (IC= 46,34 — 76,83) apresentando uma
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especificidade de 88,46% (IC = 82,5 — 92,58), VPP de 55% (39,83 — 69,29), VPN de 91,39%
(IC = 85,83 - 94,9) e indice Kappa (ndo ponderado) de 0,486 (IC = 0,345 — 0,628).

Tabela 25: Distribuicdo dos resultados diagnoésticos realizados pela combinacdo entre os
métodos Kato-Katz, com duas laminas de uma Unica amostra (AM 1 K1-K2), e gradiente
salino, para a infeccdo por S. mansoni. Os valores indicam os ndmeros de individuos

negativos e positivos e o nimero total para cada teste em comparagdo com o “Padrao Ouro”.

Kato-Katz (AM 1 K1-K2)

Gradiente salino Total
Positivo Negativo

Positivo 22 18 40 (20,94%)

Negativo 13 138 151

Total 35 (18,32%) 156 191

Observacdo: p = 0,473, obtido pelo teste do Qui-Quadrado.

5.11.2.3 Comparacdo entre Kato-Katz (AM 1 K1-K2) e Teste rapido de urina (POC-
CCA) no diagngstico da esquistossomose mansoni

Ambos os métodos foram capazes de identificar 37 pacientes positivos, para a
esquistossomose. Seis positivos foram diagnosticados apenas pelo AM 1 K1-K2, enquanto
outros 33 somente foram detectados pelo POC-CCA (Tabela 26). A prevaléncia observada,
para tal combinacdo, foi de 42%. A taxa de positividade apresentada pelo AM 1 K1-K2
(23,76%) foi significativamente menor (p < 0,00001) do que a registrada pelo Teste rapido de
urina (38,67%).

A leitura do teste rapido de urina apresentou, em relagdo ao Kato-Katz, sensibilidade
de 86,05% (IC = 72,74 — 93,44), especificidade de 76,09% (IC = 68,33 — 82,44), VPP de
52,86% (IC = 41,32 - 64,1), VPN = 94,59% (IC = 88,71 — 97,5) e Kappa (ndo ponderado) de
0,511 (0,374 — 0,648).
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Tabela 26: Distribuicdo dos resultados diagnosticos realizados pela combinacdo entre os
métodos Kato-Katz, com duas ldminas de uma Unica amostra (AM 1 K1-K2), e teste rapido de
urina (POC-CCA), para a infeccdo por S. mansoni. Os valores indicam os numeros de
individuos negativos e positivos e 0 numero total para cada teste em comparagdo com o

“Padrao Ouro”.

Kato-Katz (AM 1 K1-K2)

POC-CCA Total
Positivo Negativo

Positivo 37 33 70 (38,67%)

Negativo 06 105 111

Total 43 (23,76%0) 138 181

Observacdo: p < 0,00001, obtido pelo teste do Qui-Quadrado.

5.11.2.4 Comparacdo entre 0os métodos AM 1 K1-K6 e Teste rapido de Urina (POC-
CCA)

A combinagdo dos métodos AM 1 K1-K6 e Teste rapido de urina detectaram uma
prevaléncia de 45,83% (77 positivos em 168 pacientes). Desses, 45 foram diagnosticados por
ambos 0s métodos, ao passo que somente 12 foram detectados pelo Kato-Katz e 20 apenas
com o0 POC-CCA (Tabela 27). A taxa de positividade do AM 1 K1-K6 foi de 33,93%,
enquanto a do teste rapido foi de 38,7%, o que ndo representa uma diferenca significativa (p =
0,215). Os dados estatisticos do teste rapido, em relacdo a essa varia¢do do Kato-Katz, foram:
sensibilidade de 78,95% (IC = 66,71 — 87,53); Especificidade de 82% (IC = 73,8 — 88,02),
VPP e VPN de 69,23% (IC = 57,2 — 79,11) e 88,35% (IC = 80,73 — 93,21%), respectivamente
e; indice Kappa (ndo-ponderado) de 0,59 (0,44 —0,74).
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Tabela 27: Distribuicdo dos resultados diagnésticos realizados pela combinacdo entre os
métodos Kato-Katz, com seis ldminas de uma Gnica amostra (AM 1 K1-K6), e teste rapido de
urina (POC-CCA), para a infeccdo por S. mansoni. Os valores indicam os numeros de
individuos negativos e positivos e 0 numero total para cada teste em comparagdo com o

“Padrao Ouro”.

Kato-Katz (AM 1 K1-K6)

POC-CCA Total
Positivo Negativo

Positivo 45 20 65 (38,7%)

Negativo 12 91 103

Total 57 (33,93%) 111 168

Observacdo: p = 0,215 obtido pelo teste do Qui-Quadrado.

5.11.2.5 Comparacao entre os métodos AM 1-3 K1-K2 e POC-CCA

A combinacéo dos méetodos AM 1-3 K1-K2 e POC-CCA detectaram uma prevaléncia
de 52,7% (79 positivos em 150 pacientes). Desses, 51 foram diagnosticados por ambos 0s
métodos, 15 somente pelo Kato-Katz e 13 apenas com o teste rapido de urina. A taxa de
positividade do AM 1-3 K1-K2 foi de 44%, enquanto a do POC-CCA foi de 42,7%, 0 que ndo
representa uma diferenca significativa (p = 0,851) (Tabela 28). Os dados estatisticos do POC-
CCA, em relagéo a essa variacdo do Kato-Katz, foram: sensibilidade de 77,27% (I1C = 65,83 —
85,71); Especificidade de 84,52% (IC = 75,3 — 90,73), VPP e VPN de 76,7% (IC = 68,29 —
87,73) e 82,56% (IC = 73,2 — 89,14%), respectivamente e; indice Kappa (ndo-ponderado) de
0,62 (0,46 —0,78).
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Tabela 28: Distribuicdo dos resultados diagnosticos realizados pela combinacdo entre os
métodos Kato-Katz, com duas ldaminas provenientes de trés amostras cada (AM 1-3 K1-K2), e
teste rapido de urina (POC-CCA), para a infeccdo por S. mansoni. Os valores indicam 0s
numeros de individuos negativos e positivos e 0 nimero total para cada teste em comparacéo

com o “Padrao Ouro”.

Kato-Katz (AM 1-3 K1-K2)

POC-CCA Total
Positivo Negativo

Positivo 51 13 64 (42,7%)

Negativo 15 71 86

Total 66 (44%0) 84 150

Observacdo: O valor p = 0,851 foi obtido a partir do teste do Qui-quadrado.

5.12 Avaliacéo da prevaléncia e taxa de positividade apresentada por cada combinacao

O calculo da prevaléncia, detectada pela combinacédo entre dois métodos, foi realizado
a partir do ndmero de individuos positivos identificados pela combinacdo, dividido pelo
nimero de exames realizados pela combinacdo. Em contrapartida, o calculo da taxa de
positividade foi determinado com base no nimero de positivos encontrados pela combinacao,
dividido pelo total de positivos detectados pelo “Padrao Ouro”.

Dentre as diferentes combinacdes realizadas com o método Helmintex®, observou-se
que o método MIFC foi o que apresentou a menor prevaléncia (40,28%) e menor taxa de
positividade (82,86%). Por outro lado, as combinag6es do Helmintex® com 0 AM 1-3 K1-K2
ou com o POC-CCA revelaram, de modo semelhante, as maiores prevaléncias (56,29% e
54,44%) e taxas de positividade (97,92% e 93,88%), respectivamente (Tabela 29). Entretanto,
0 aumento do namero de laminas lidas através da técnica Kato-Katz ndo se mostrou relevante,

qguando combinado com o Helmintex®.
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Tabela 29: Prevaléncia e Taxa de positividade da esquistossomose detectada a partir da
combinacdo entre 0 método Helmintex® e as demais técnicas, em relagdo aos individuos

positivos diagnosticados pelo Padrdo Ouro (soma dos diagnosticos parasitologicos).

Método MIFC GRAD AM1 AM1 AM1 AM1 AM1-3 POC-
Helmintex® K1-K2 K1-K6 | K1-K12 | K1-K14 | K1-K2 CCA
Prevaléncia 40,28% | 46,80% | 46,95% | 47,92% | 48,95% | 48,69% | 56,29% | 54,44%
Tx Positiv.* 82,86% | 88,79% | 90,91% | 92,93% | 93,94% | 93,94% | 97,92% | 93,88%

Observacdo: *Taxa de positividade; MIFC: Centrifugo-sedimentacdo; GRAD: Gradiente
salino; 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.

Ao realizar diferentes combinacfes, tendo o Kato-Katz como método de referéncia,
notou-se que para duas laminas a combinacdo com o MIFC foi a que apresentou a menor
prevaléncia (21,12%) e menor taxa de positividade (42,61%). A combinacdo do Kato-Katz
com o POC-CCA apresentou melhores resultados ao elevar o nimero de laminas e de

amostras (Tabela 30).

Tabela 30: Prevaléncia e Taxa de positividade da esquistossomose detectada a partir da
combinacdo entre o método Kato-Katz e as demais técnicas, em relacdo aos individuos

positivos diagnosticados pelo Padrdo Ouro (soma dos diagnosticos parasitologicos).

Método | AM1K1-K2 | AM1K1-K2 | AM1K1-K2 AM1 K1-K2 | AM1K1-K6 | AM1-3 K1-K2
K-K + + + + + +
MIFC GRAD HTX POC-CCA POC-CCA POC-CCA
Prev.* 21,12% 27,75% 48,95% 42% 45,83% 52,70%
Posit.** 42,61% 57,61% 93,94% 70,37% 75,49% 79%

Observacgdo: *Prevaléncia; **Taxa de positividade; MIFC: Centrifugo-sedimentacdo; GRAD:
Gradiente salino; HTX: Helmintex®; 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.
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6 DISCUSSAO

Nas localidades endémicas para a esquistossomose, a fase da doenca de maior
predominio é a fase crbnica, a qual é ocasionada pelas constantes exposi¢Ges a colecdes
d’agua contaminadas com cercarias. Nessas situagdes, a primo-infeccdo 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 (Conceicdo & Coura, 1978; Coura-Filho et al., 1995; Fleming et al., 2006; Colley et
al., 2014).

A andlise do perfil epidemioldgico, do presente estudo, apontou dados condizentes
com os referidos por Fleming et al. (2006) e Colley et al. (2014). A menor prevaléncia
(20,83%) foi observada na faixa etéria dos 2 aos 6 anos, aumentando para 35,7% dos 7 aos 9
anos e atingindo o seu valor maximo (61,1%) dos 10 aos 14 anos. A partir da faixa etaria de
15 a 25 anos, a qual inclui o inicio da vida adulta, houve uma reducéo da prevaléncia (50%),
que se estabilizou dos 26 aos 46 anos, sofrendo uma nova reducao (45,70%) apds os 46 anos.

A elevacdo da prevaléncia até a segunda década de vida também j& havia sido
observada em diversas outras areas endémicas descritas na literatura (Conceicdo & Coura,
1978; 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). Em estudo realizado
com lavadores de carro, foi observado que a resisténcia a reinfecgdo por S. mansoni pode ser
adquirida ou aumentada por adultos apds varias rodadas de reinfeccdo e cura (Black et al.,
2010). Contudo, os autores desse estudo ressaltam que a taxa em que a resisténcia é adquirida
por este meio depende do estado imunolégico e da histéria de exposicdo as infeccdes
por S. mansoni.

Ao analisar a proporcao de individuos positivos, de acordo com o0 sexo, observou-se
que 45,08% dos homens estavam positivos para Schistosoma mansoni, enquanto que 46,7%
das mulheres foram positivas, 0 que indica ndo haver diferenca (p = 0,793) entre a proporgéo
de homens e mulheres infectados. Esses dados, portanto, contradizem os encontrados por
Coura-Filho et al. (1995), no municipio de Ravena, Minas Gerais, 0 qual observou uma maior
prevaléncia no sexo feminino.

A semelhanca entre as proporcfes de positivos dos dois sexos talvez possa ser
explicada pelo fato de ambos serem igualmente expostos ao risco de infeccdo, visto que no
riacho, situado na localidade do Brejo do Amparo, os moradores se banham, lavam roupas e
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animais de pequeno ou grande porte, pescam, nadam, retiram agua para O CONSUMO
residencial, dentre outras atividades.

Segundo relatos de moradores e funcionarios do servico de saude local, o Programa de
Controle da Esquistossomose, com 0 objetivo de controle e erradicacdo da esquistossomose,
tem realizado a identificacdo e tratamento dos individuos positivos. Contudo, € sabido que o
diagndstico réapido e preciso da infeccdo por S. mansoni € o principal fator para um controle
eficaz da esquistossomose (Zhao et al., 2012), uma vez que as a¢des de monitoramento da
morbidade, expansdo de areas endémicas, avaliacdo de cura ou reinfeccdo pos-tratamento sao
baseadas nos resultados apontados pelos métodos de diagnéstico aplicados na populacdo em
estudo (Utzinger, 2001). No entanto, as constantes acGes promovidas pelos programas de
controle da esquistossomose, dentre elas o tratamento quimioterapico em massa, tém
contribuido para um aumento das areas de baixa endemicidade e do nimero de pacientes com
baixa carga parasitaria, os quais sdo dificeis de serem diagnosticados (Grenfell et al., 2014).

O diagnostico da esquistossomose mansoni é predominantemente realizado por meio
da utilizacdo de métodos parasitoldgicos, os quais permitem a visualizacdo microscépica de
ovos eliminados junto as fezes do hospedeiro.

O primeiro método parasitolégico avaliado pelo presente estudo foi o Centrifugo-
Sedimentacdo (MIFC). Esse método tem por finalidade concentrar as formas parasitarias
presentes nas amostras fecais dos pacientes. O MIFC tem sido frequentemente utilizado na
rotina laboratorial, visto que, assim como a sedimentacdo espontanea, € um método barato, de
facil execucdo e que ainda permite a pesquisa de varias formas evolutivas dos parasitas
intestinais do homem (Rocha & Mello, 2011). Contudo, esse método foi 0 que se mostrou
menos eficiente no diagnostico da esquistossomose, uma vez que apresentou uma baixa
sensibilidade quando comparada com o “Padrao Ouro”. Portanto, embora esse seja um
método barato e de facil realizacdo, o presente estudo ndo recomenda a sua utilizacdo para a
deteccdo da esquistossomose.

Desde o0 ano de 1994, a leitura de duas laminas pelo método desenvolvido por Kato
(Kato & Miura, 1954) e modificado por Katz et al. (1972) é recomendado pela Organizacdo
Mundial de Saiude como o método de escolha para o diagnostico da doenca (WHO, 1994). Os
argumentos utilizados para recomendar a técnica de Kato-Katz s&o de que ele seria o0 melhor
método quantitativo disponivel, devido ao seu baixo custo, facilidade de aprendizagem, baixa
quantidade de materiais especiais para sua execuc¢do e ndo utilizacdo de produtos perigosos
(Ebrahim et al. 1997). Entretanto, a consisténcia das fezes pode interferir no diagnostico da
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doenga, visto que fezes aquosas ndo podem ser processadas e fezes muito secas ou fibrosas
dificultam a visualizacdo dos ovos do helminto (Feldmeier & Poggensee, 1993). Dessa forma,
a utilizacdo de tal técnica, como Unico método de diagnostico para a esquistossomose, tende a
subestimar a prevaléncia da doenca. Além disso, a subestimativa também pode ser ocasionada
devido a dificuldade em detectar individuos com baixa carga parasitaria (Engels et al., 1996;
Noya et al., 2006), ou com infecgdo cronica (Warren, 1978) ou que foram recentemente
submetidos a tratamento quimioterapico (Lamberton et al., 2014), uma vez que todas
ocasionam diminuicéo e intermiténcia da eliminacéo de ovos nas fezes.

O presente estudo também observou que o método diagnostico Kato-Katz, com duas
laminas de uma mesma amostra, subestima a prevaléncia da esquistossomose em casos de
baixa carga parasitaria. Isso porque o “Padrao Ouro” detectou uma prevaléncia de 45,91%, ao
passo que o Kato-Katz (AM 1 K1-K2) registrou a prevaléncia de apenas 20,43%, ou seja, esta
técnica subestimou a prevaléncia da doenca em 2,2 vezes. A leve infec¢do por S. mansoni (90
OPG), apresentada pela populagdo em estudo, associada a baixa sensibilidade do método
(41,38%) foram apontadas como possiveis explicacdes para a subestimativa apresentada por
essa técnica. Portanto, a ndo deteccdo de ovos de S. mansoni, na analise de poucas laminas ou
amostras, ndo é suficiente para se confirmar a auséncia da infeccdo, visto que ha a
possibilidade de resultados falso-negativos.

A fim de se obter uma maior capacidade de deteccdo de infecgdes leves por S.
mansoni, por meio do método Kato-Katz, Enk et al. (2008) realizou um estudo em Chonim de
Cima, Governador Valadares, MG, no qual se aumentou o niumero de amostras e laminas
lidas. Na ocasido, a leitura de duas e seis laminas de uma mesma amostra encontrou uma
prevaléncia de 15,4% e de 19,0%, respectivamente. Além disso, ao realizar o exame de trés
amostras, com duas laminas cada, a prevaléncia aumentou para 25,9%.

Ao realizar tal procedimento, o presente estudo, observou fato semelhante ao
encontrado por Enk et al. (2008). Para uma mesma amostra, a leitura de duas laminas (AM 1
K1-K2) registrou uma prevaléncia de 20,43%, enquanto que as demais prevaléncias foram de
28,97% com seis laminas (AM 1 K1-K6), 30,18% com doze laminas (AM 1 K1-K12) e
29,91% com quatorze laminas (AM 1 K1-K14). Ao examinar trés amostras com duas laminas
cada (AM 1-3 K1-K2) foi observada uma prevaléncia de 37,77%. Esses resultados confirmam
que ao se elevar o nimero de amostras ou de laminas lidas ha um aumento da sensibilidade da
técnica (Enk et al., 2008; Adriko et al., 2014). Entretanto, tal aumento deve ser interpretado

com ressalva, visto que o aumento da sensibilidade, por meio da variagdo do numero de
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laminas de uma mesma amostra, ndo foi significativo a partir da leitura de sete laminas, fato
também observado por Da Frota et al. (2011). Sendo assim, nossos dados sugerem que a
prevaléncia obtida com a leitura de um namero superior a seis laminas (aproximadamente 250
mg de fezes) de uma mesma amostra nao justifica o esfor¢co laboratorial. Um novo aumento
da sensibilidade da técnica pode ser alcancado por meio do aumento do nimero de amostras
lidas, o qual apresentou uma sensibilidade significativamente maior tanto em relagcdo ao uso
de duas, quanto seis ld&minas de uma mesma amostra.

Portanto, 0 nosso estudo corrobora com outros autores, no sentido de que o grau de
deteccdo do método Kato-Katz depende do nimero de amostras processadas e laminas lidas,
bem como da prevaléncia e intensidade da infecgdo presente na populacdo (De Vlas and
Gryseels, 1992).

No entanto, tal conduta na pratica médica ou em atividades de campo nédo é de facil
aplicacdo, pois, como observado no presente trabalho e também mencionado por Enk et al.
(2008), muitos pacientes ndo coletam as trés amostras quer seja por dificuldade em evacuar,
constrangimento ou apenas por mero esquecimento.

Diante do exposto, diversos autores tém sugerido o desenvolvimento ou
aperfeicoamento de novos métodos parasitolégicos com maior sensibilidade e especificidade
em &reas de baixa endemicidade e em pacientes com baixa carga parasitaria (Teixeira et al.,
2007; Lin et al., 2008; Coelho et al, 2009). Como forma de avaliacdo dos novos métodos,
estudos parasitologicos vém sendo realizados tanto com as novas técnicas, quanto com a
técnica Kato-Katz, e os resultados obtidos por cada método tém sido comparados entre si.

Como possivel alternativa para o diagnéstico da esquistossomose, foi elaborado, no
final da Gltima década, o método parasitolégico Gradiente salino (Coelho et al., 2009). A
técnica consiste na purificagdo de 500 mg de fezes, por meio de um fluxo lento e continuo de
solucdo salina 3%. Devido aos constantes aprimoramentos da técnica, atualmente o método
tem sido considerado de baixo custo e de consideravel praticidade em estudos de campo, visto
que cada equipamento pode realizar a purificacdo de até 6g de fezes (12 amostras x 500mg de
fezes) em um intervalo de 60 minutos. Como cada 500mg equivale a 12 laminas de Kato-Katz
e a versao mais moderna do equipamento (aranha) possui a capacidade de processar até 12
amostras simultaneas, é possivel perceber que o novo método estd apto a processar uma
quantidade fecal equivalente a 144 Iaminas de Kato-Katz (12 laminas x 12 amostras) por hora.

Apdbs o processamento, 0 tempo gasto para a leitura do contetdo fecal, realizada por um
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examinador de ampla experiéncia, foi estimado em 20 minutos para cada amostra (Coelho et
al., 2009).

Em relacdo ao Kato-Katz, dados publicados recentemente, mostram que o gradiente
salino tem apresentado uma sensibilidade superior. Pinheiro et al. (2012), realizou um estudo
no municipio de Maranguape, CE, onde 56 pacientes forneceram material fecal. A propor¢édo
de deteccdes por trés laminas de Kato-Katz foi de 5,36%, enquanto com o gradiente salino foi
de 19,64%. Entretanto, no presente estudo, a diferenca entre as prevaléncias identificadas
pelas técnicas Kato-Katz (18,32%) e gradiente salino (20,94%) ndo foi significativa (p =
0,473).

Ao comparar a analise da mesma quantidade de fezes, por ambos os métodos, foi
observada uma prevaléncia maior para doze laminas (500mg) de Kato-Katz (30,18%), em
relacdo ao gradiente salino (21,32%). Contudo, essa diferenca ndo foi significativamente
maior (p = 0,230). Sendo assim, 0s nossos dados convergem com os registrados por Coelho et
al. (2009), o qual observou semelhante proporcdo de individuos positivos para S. mansoni,
por meio dos métodos gradiente salino e 12 laminas de Kato-Katz.

Outro método parasitologico desenvolvido, em meados da ultima década, foi o
Helmintex®, no qual trinta gramas de fezes sdo purificadas por meio dos processos de
sedimentacdo espontanea (método de Hoffman, Pons e Janer), tamisacdo, centrifugo-
sedimentacdo (método de Ritchie). Em seguida, os ovos sdo isolados por meio de sua
afinidade para esferas paramagnéticas, separados por magneto e submetidos a leitura em
microscopia Otica (Teixeira et al., 2007).

Em estudo realizado por Pinheiro et al. (2012), foi observada uma prevaléncia de
47,1% por meio do método Helmintex®, contra os 8,75% do Kato-Katz e 18% do gradiente
salino. As comparagdes realizadas, pelo presente estudo, também permitiram concluir que o
método Helmintex® é o método mais efetivo no diagndstico da esquistossomose, visto que o
Helmintex® identificou uma prevaléncia de 39,37%, contra os 20,43% de duas laminas de
Kato-Katz e os 21,32% do gradiente salino. Os dados deste projeto, portanto, corroboram com
0s encontrados por Pinheiro et al. (2012), uma vez que o Helmintex® foi o que, dentre os
métodos parasitoldgicos, detectou a maior prevaléncia.

Ao combinar os metodos Helmintex® e gradiente salino foram identificados 74
positivos em 182 pacientes, 0 que resultou em uma prevaléncia de 46,8%. Contudo, a taxa de

positividade do Helmintex® (39,01%) foi significativamente maior (p < 0,001) do que a
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encontrada pelo gradiente salino (20,33%). Portanto, esses resultados também corroboram
com os achados de Pinheiro et al. (2012).

Em inquérito epidemiolodgico, realizado por Caldeira et al. (2012), no municipio de
Bandeirinhas - PR foram avaliadas 77 amostras fecais, por meio da combinacdo Helmintex®
e duas laminas de Kato-Katz. Na ocasido, foi demonstrado que o Helmintex® apresenta uma
sensibilidade maior do que duas laminas de Kato-Katz.

Em nosso estudo, a combinacdo do método Helmintex® com duas laminas de Kato-
Katz identificou 94 positivos em 207 participantes, sendo que o nimero de detecgdes pelo
Helmintex® foi significativamente maior (p < 0,001) do que o modelo sugerido pela OMS.
Desse modo, os resultados deste trabalho corroboram com os dados publicados por Pinheiro
et al. (2012) e Caldeira et al. (2012).

Apesar do Helmintex® ser o método coproscdpico mais sensivel, este estudo converge
com Caldeira et al. (2012) no sentido de que este novo método ndo deve ser compreendido
como um substituto do Kato-Katz, na realizacdo de diagndstico de rotina para a
esquistossomose, mesmo em areas de transmissao de baixa intensidade. Isso porque a técnica
Kato-Katz apresenta simplicidade e baixo custo, ao passo que o Helmintex®, devido a sua
laboriosa realizacdo, seria um instrumento final de rastreamento sequencial (avaliagdo de
riscos, analise de KK, sorologia e analise Helmintex®).

O emprego de métodos imunoldgicos para antigenos circulantes catodicos (CCA) ou
antigenos circulantes anodicos (CAA), provenientes de vermes adultos, detectam infeccdes
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 antigenos catddicos
circulantes (CCA) sdo regurgitados pelo parasito e, embora presente no soro, é melhor
detectado na wurina. A concentragdo de CCA € acentuadamente reduzida em,
aproximadamente, uma semana apds o uso de quimioterapicos (Van't Wout et al., 1992; Van
Lieshout et al. 1993), 0 que permite a deteccdo apenas dos individuos com infec¢do ativa.
A andlise de contetdos urinarios, submetidos ao teste rapido de urina (POC-CCA), dotado de
anticorpos monoclonais, tém registrado uma satisfatéria captura do antigeno tanto em
pacientes com infeccOes alta e moderada, quanto de leve intensidade (Adriko et al., 2014).
Além disso, 0 método é de facil leitura e execucdo, 0 que permite a sua realizacdo por
diferentes profissionais de saude e em unidades bésicas de satde ou atividades de campo. A
estimativa de custo para cada teste foi de 2,50 dolares ou 7,00 reais, ja inclusas as taxas de
importacéo.
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No presente estudo, a prevaléncia obtida pelo método Teste rapido urina (POC-CCA)
(45,88%) foi igual & encontrada com o “Padrdo Ouro” (45,91%). Contudo, a0 comparar 0s
resultados, de modo individualizado, notou-se que 0 méetodo apresentou 38 falsos negativos e
18 “falsos positivos”, em relagdo ao “Padrdo Ouro”. Os resultados falso-negativos podem ter
sido ocasionados por diversas razdes, dentre elas se destacam: a alta variabilidade genética de
S. mansoni, que pode ter resultado em alteragdo dos antigenos catddicos circulantes
produzidos, o que contribuiria para diferencas de desempenho do teste diagnostico (Stothard
et al., 2009); ao fato da quantidade de CCA regurgitada por vermes adultos e juvenis ser,
certamente, varidvel ao longo dos dias e do proprio dia (Standley et al., 2010) e; ap6s a
realizacdo de tratamentos quimioterapicos, 0s ovos de S. mansoni poderem continuar a ser
expelidos, pelo hospedeiro, mesmo apos a eliminacdo dos vermes adultos (Standley et al.,
2010). Em relacdo aos individuos diagnosticados como positivos, somente pelo teste rapido
de urina (“falsos positivos”), podem ter as seguintes explicagdes: 0s hospedeiros eram
parasitados por vermes adultos, mas em periodo pré-patente ou porque havia um pequeno
numero de fémeas gravidas, as quais produziram uma quantidade de ovos abaixo do limiar de
deteccdo por meio dos métodos parasitoldgicos (Berhe et al., 2004; Stothard et al., 2006); a
deteccdo do traco, em determinados casos, depende da acuidade visual do avaliador do teste, 0
que é variavel entre dois examinadores (van Dam et al., 2004). No entanto, no presente
estudo, o teste foi realizado por um Unico examinador, o qual foi devidamente treinado e
ainda contou com o auxilio de imagens impressas durante a realizacdo do exame, 0 que,
portanto, exclui essa possibilidade.

Como ndo se pode afirmar o real diagnostico desses individuos, visto que ndo se teve
um diagndstico direto, 0 método, entdo, foi novamente analisado, mas considerando os 18
individuos diagnosticados, apenas no teste rapido de urina (CCA), como negativos. Ao adotar
tal medida, o numero de individuos positivos reduziu para 71 dentre os 194 participantes, o
que diminuiu a prevaléncia para 36,60%. A sensibilidade foi reduzida para 65,14% enquanto
que a concordancia entre 0 POC-CCA e o “Padrao Ouro” permaneceu boa (Kappa = 0,621).

Em estudo realizado com escolares no distrito de Mayuge em Uganda, Lamberton et
al. (2014) avaliou a sensibilidade dos métodos Kato-Katz com duas laminas e POC-CCA. O
primeiro método apresentou uma sensibilidade de 98,6%, enquanto a do segundo foi de
91,7% sendo, portanto, uma diferenca ndo significativa.

Entretanto, o presente estudo, encontrou resultados contrarios aos apresentados por
Lamberton et al. (2014). Ao avaliarmos a combinacgdo entre os métodos Kato-Katz e POC-
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CCA foi observada uma prevaléncia de 42% (76/181), mas com uma taxa de positividade
apresentada pelo teste rapido de urina (38,67%) significativamente maior (p < 0,001) do que a
registrada pelo AM 1 K1-K2 (23,76%).

A carga parasitaria do verme adulto Schistosoma mansoni ndo pode ser quantificada de
modo preciso, devido a localizacdo do parasito no hospedeiro. Entretanto, a estimativa da
carga parasitaria pode ser realizada a partir do nimero de ovos por grama de fezes (OPG), na
qual uma contagem de 1-99 OPG indica uma baixa infeccdo, 100-399 meédia infeccdo e acima
de 399 uma alta infeccdo (WHO, 2002).

Em nosso estudo, o nimero de ovos por grama de fezes foi detectado por meio dos
métodos quantitativos Kato-Katz (AM 1 K1-K2 e AM 1 K1-K12) e gradiente salino. Embora
as metodologias tenham sido coerentes na classificacdo da populacéo, os valores das cargas
parasitarias ndo foram concordantes, pois a média do AM 1 K1-K2 foi de 90 OPG, ado AM 1
K1-K12 equivaleu a 75 OPG, enquanto a do gradiente salino foi de 45 ovos por grama de
fezes. Dessa forma, verificou-se que a carga parasitaria média diminui com o aumento do
nimero de laminas ou de conteudo fecal analisado. Uma possivel explicacdo é o fato das
amostras serem oriundas de pacientes residentes em area de baixa endemicidade e, portanto,
manifestam uma reduzida e intermitente eliminagdo de ovos no bolo fecal, cuja situacéo
semelhante foi observada por Enk et al. (2007) e Pinheiro et al. (2012). Outro fato observado
foi que, para uma mesma quantidade de fezes utilizada entre 0 Kato-Katz e o gradiente salino,
este também apresentou menor carga parasitaria. Nesse caso, a variacdo de ovos inter-
amostral foi descartada, visto que tanto o gradiente salino quanto as doze laminas de Kato-
Katz foram elaborados a partir da mesma amostra, a qual foi homogeneizada e dividida entre
os diferentes métodos parasitolégicos. Essa menor deteccdo da carga parasitaria,
possivelmente, se deve ao modo pelo qual as amostras sdo processadas no gradiente salino,
uma vez que varios ovos podem ser perdidos ao longo da coluna de separagdo ou durante a
transferéncia dos sedimentos do equipamento para a lamina.

Em estudos comparativos, como este, o conhecimento acerca do OPG dos pacientes é
importante, pois é sabido que uma das principais falhas relacionadas aos métodos
diagndsticos, para a esquistossomose, é a baixa sensibilidade na detec¢do de individuos com
baixa carga parasitaria (Enk et al., 2008). Sendo assim, o desempenho de cada método foi
avaliado, em relacdo ao OPG encontrado por duas laminas de Kato-Katz.

Todos os métodos, excetuando-se o centrifugo-sedimentagcdo, apresentaram um

excelente desempenho no diagndstico de individuos com moderada ou alta carga parasitaria,
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visto que todos esses individuos foram diagnosticados por todos os métodos. Entretanto, o
desempenho de cada método foi bastante heterogéneo, no diagnéstico de individuos com

baixa carga parasitaria:

« O método centrifugo-sedimentacdo apresentou 0 menor desempenho (5%), enquanto a
técnica Helmintex® se mostrou como a de melhor desempenho (82,22%);

o O desempenho do Kato-Katz refletiu significativa melhora ao aumentar o nimero de
laminas, de duas (AM 1 K1-K2 = 32%) para seis (AM 1 K1-K6 = 48,94%) e obteve o
seu melhor desempenho ao examinar trés amostras (AM 1-3 K1-K2 = 59,78%);
Ressalta-se que a diferenca de desempenho entre seis e doze ldaminas ndo se mostrou
significativa e, portanto, recomenda-se 0 uso de no maximo seis laminas de uma
mesma amostra.

« N&o houve uma diferenga significativa do desempenho obtido entre a analise de 500
mg de fezes pelo gradiente salino (39,02%) e a mesma quantidade de fezes pelo Kato-
Katz (52,13%).

e O desempenho do POC-CCA (60%) foi igual ao apresentado por AM 1-3 K1-K2
(59,78%).

Em estudo realizado por Adriko et al. (2014), em escolas do municipio de Bugiri,
Uganda, foi avaliada a prevaléncia e intensidade da infec¢do por meio dos métodos Kato-Katz
e POC-CCA. As prevaléncias observadas aumentaram, tanto pelo Kato-Katz, quanto pelo
teste rapido de urina, a medida que o grau de infeccdo (leve, moderado inferior ou moderado
superior) aumentou o que conflui com os achados do presente estudo. Entretanto, Adriko et
al., 2014 observou que a prevaléncia obtida pelo teste rapido de urina foi significativamente
maior a qualquer variacdo do Kato-Katz, independente da intensidade da infec¢do, o que
diverge dos dados apresentados no presente estudo.

A fim de se obter um melhor desempenho na deteccéo dos individuos com infeccéo de
baixa intensidade, nosso estudo realizou a combinagdo e comparacdo entre diferentes métodos
tendo o0 Helmintex® e o Kato-Katz com duas laminas como referéncia.

As combinacgdes entre Helmintex® e gradiente salino ou entre Helmintex® e AM1
K1-K2 apresentaram prevaléncias semelhante a observada pelo ‘“Padrdo Ouro”, ou seja,

46,80%, 45,41% e 45,91%, respectivamente. O mesmo foi observado quanto as taxas de
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positividade (88,79% para a primeira e 90,91% para a segunda). O aumento do nimero de
laminas combinadas com o Helmintex® ndo resultou em uma prevaléncia (AM1 K1-K6 =
47,92%; AM1 K1-K12 = 48,95% e AM1 K1-K14 = 48,69%) e em uma taxa de positividade
(AM1 K1-K6 = 92,93%; AM1 K1-K12 = 93,94% e AM1 K1-K14 = 93,94%)
significativamente maior do que a obtida com duas laminas de Kato-Katz. Entretanto, o
aumento do nimero de amostras analisadas pelo Kato-Katz (AM1-3 K1-K2), combinado com
0 Helmintex® registrou uma prevaléncia de 56,29%, a qual foi significativamente maior do
que a detectada pelo “Padrao Ouro”. Além disso, a combinagdo foi capaz de detectar 94
positivos dentre os 96 analisados pela combinagcdo, 0 que acarretou em uma taxa de
positividade de 97,92%. Sendo assim, percebe-se que a combinacdo de trés amostras fecais
com o Helmintex® foi a que detectou a maior prevaléncia e a maior taxa de positividade e,
portanto, a combinacdo ideal para inquéritos epidemioldgicos, baseados somente em analises
coproldgicas.

A combinagédo entre o Helmintex® e o POC-CCA indicou uma prevaléncia superior
(54,44%) a do “Padrdo Ouro” (45,91%). A combinagdo diagnosticou corretamente 92
individuos, dentre os 98 detectados pelo “Padrdo Ouro”, o que representa uma taxa de
positividade de 93,88%.

Dessa forma, os melhores resultados, para as diferentes combinaces do Helmintex®,
foram com as metodologias AM 1-3 K1-K2 e POC-CCA, as quais apresentaram desempenho
semelhante no diagndstico da esquistossomose.

O emprego de duas laminas de Kato-Katz (AM 1 K1-K2), associadas ao método
MIFC, apresentou os piores resultados dentre todas as combinac¢des analisadas, uma vez que a
combinacéo indicou uma prevaléncia de 21,12% e uma taxa de positividade de 42,61%.

A prevaléncia observada para a combinacdo entre 0 AM 1 K1-K2 e o gradiente salino
(27,75%) foi consideravelmente inferior a observada pelo “Padrdo Ouro”. A taxa de
positividade foi de 57,61%, o que indica que somente 53 positivos, dentre os 92 possiveis,
foram corretamente diagnosticados.

A prevaléncia observada (42%), com a combinacdo entre AM 1 K1-K2 e teste rapido
de urina, foi semelhante a do “Padrdo Ouro”. Entretanto, a combinacdo diagnosticou
corretamente apenas 76 individuos dos 108 positivos, 0 que representa uma taxa de
positividade de 70,37%. Sendo que esses 32 falsos negativos apresentaram baixa carga

parasitaria.
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Sendo assim, as prevaléncias obtidas por meio das combinagdes entre AM 1 K1-K2 e
POC-CCA (42%) ou Helmintex® (45,41%) foram semelhantes a observada pelo “Padrao
Ouro” (45,91%). Entretanto, a taxa de positividade obtida com a primeira (70,37%) foi
significativamente menor do que com a segunda (93,94%). Dessa forma, percebe-se que, a
partir da leitura de duas laminas de Kato-Katz, a combinagdo entre AM 1 K1-K2 e
Helmintex® foi a mais eficaz na tentativa de se estimar a real prevaléncia de uma dada
localidade.

A prevaléncia também se mostrou semelhante quando foi realizada a combinacao entre
0os métodos AM 1 K1-K6 e teste rapido de urina, a qual detectou 45,83% de positivos
(77/168). A combinacdo detectou uma taxa de positividade de 75,49%, ou seja, 77 pacientes
foram corretamente diagnosticados, dentre os 102 possiveis.

A (ltima combinacdo analisada foi entre os métodos AM 1-3 K1-K2 e POC-CCA, a
qual detectou uma prevaléncia de 52,7% (79 positivos em 150 pacientes). Esse valor é maior
do que o encontrado pelo “Padrao Ouro” (45,91%) e semelhante aos valores detectados pelas
combinagbes entre AM 1-3 K1-K2 e Helmintex® (56,2%), e também entre Helmintex® e
POC-CCA (54,44%). Em relacdo ao “Padrao Ouro”, a combinagdo diagnosticou 21 pacientes
como falsos negativos, todos com baixa carga parasitaria, 0 que resultou em uma taxa de
positividade de 79%.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Dentre as diferentes metodologias e combinagdes empregadas no diagndstico da
esquistossomose mansoni, nenhuma foi capaz de detectar todos os individuos positivos para a
doenca. Sendo assim, com o intuito de se obter um melhor desempenho no diagndéstico da
esquistossomose, 0 presente estudo realizou a combinagcdo e comparacdo entre diferentes
métodos tendo o Helmintex® e o Kato-Katz como referéncia. Para as diferentes combinagdes
do Helmintex®, os melhores resultados foram obtidos com as metodologias AM 1-3 K1-K2 e
Teste rapido de urina (POC-CCA), as quais, de modo semelhante, apresentaram elevada
prevaléncia e taxa de positividade, no diagnéstico da esquistossomose. Em relacdo ao Kato-
Katz, a melhor combinacéo foi obtida entre 0 AM 1-3 K1-K2 e 0 POC-CCA. Apesar disso,
este estudo considera que a combinacdo entre AM 1 K1-K6 e POC-CCA é a de melhor
aplicabilidade em estudos epidemioldgicos, uma vez que sdo técnicas de baixo custo, facil
execucdo e que demandam baixo volumes amostrais, 0 que a torna operacionalmente
aplicavel em atividades de campo. N&o obstante, o presente estudo sugere a realizagdo de

novos estudos a fim de se confirmar tais achados.
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(Helmintex,gradiente, CCA modificado e PCR) para monitoramento da transmissdo e cura apos

Enderego: Awenida Auguste de Lma, 1715

Bairro: Bamo Prefo CEP: 30.120-002
UF: MG Municipio: BELO HORIZOMTE
Telefone: [31)3348-7825 Fax: (31)2348-7625 E-mail: cepsh-cpgm@cpgm. fiocruz.br

Pagina 0 de 03

92



CENTRO DE PESQUISAS
RENE RACHOU/FUNDAGAQ Wn o
OSWALDO CRUZ/ CPQRR/

Contnuaglo do Parecer: 518.588

tratamento.

3. Tratamento dos individuos infectados & monitoramento da eficacia do controle quimioterapico de
helmintoszes na transmiss8o € na morbidade (reversdo do quadro clinico)

4. Levantamento malacologico & monitoramento de taxas de infecgBo natural de Biomphalaria antes e apds
interferéncia

5. Padronizagdo 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 imunclogicos) da esquistossomose mansoni, antes do
primeiro tratamento e durante o seguimento.

7. Analisar o possivel efeito de co-morbidades (co-infecgdo por gechelmintos, status nutricional e doengas

inflamatarias crénicas) na morbidade de esguistossomosse mansoni.

Avaliagio dos Riscos e Beneficios:

Riscos:Os riscos envolvidos nesse projeto referem-se & venipuntura. Os voluntarios serdo informados dos
possiveis riscos e terdo atendimento médico especializada garantido. Venipuntura - A venipuntura & um
procedimento muito seguro e realizado de rotina em qualguer centro de salde de atengdo basica. Alguns
eventos adversos relacionados com a venipuntura pedem ser: hematomas no local da introdugdo da agulha,
uma complicagio atinge cerca de 3% das pessoas submetidas a tal procedimento, e gue resclve em até
duas semanas; tonteira ou desmaio,devido a reacSo vasovagal,gue atinge cerca de 1% das pessoas
submetidas 4 venipuntura; sincepe, que ocorre 1 vez a cada 10.000 procedimentos; e pungdo 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
voluntérios serdo informados gue ndo obterfo beneficios diretos pela participagio no projeto. Entretanto,
todos os voluntarios receberfo atenglo médica personalizada oferecida pelo projeto sem dnus para o
participante, incluindo exames laboratoriais de rotina. Todos os individuos com infecgdo por 5. mansoni ou
gechelmintos confirmadas serfio encaminhados para o servigo de salde para tratamento especifico,
individucs com outras doengas que possam ser identificadas tambem serSo encaminhados para tratamento

especializado.
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Comentarios & Consideragdes sobre a Pesquisa:

Pesquisa bem fundamentada do ponto de vista cientifico, com objetivos relevantes. A coordenacgBo e a
equipe tém qualificagdo e experiéncia importantes, assim como as competéncias das instituigdes
participantes e o orgamento aprovade, sdo garantias suficientes de que a pesquisa sera conduzida como
planejada e levada & termo.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagio obrigatdria:

Mao se aplica.

Recomendagdes:

Sem recomendagées.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Todas as recomendagdes sugeridas no parecer emitido em outubro/2013 foram adequadamente atendidas.

M&o ha novas inadequagdes e pendéncias.

Situagao do Parecer:

Aprovado

Mecessita Apreciagio da CONEP:

Mao

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Colocado em discussdo o parecer do relator, o Comité de Etica em Pesquisas Envolvendo Seres Humanos
do Centro de Pesquisas René Rachow/FIOCRUZ Minas, decidiu pela Aprovagio deste projeto.

BELO HORIZONTE, 31 de Janeiro de 2014

Assinador por:
Naftale Katz
(Coordenadaor)
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