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RESUMO

Introducdo: A estrongiloidiase humana cursa geralmente de forma cronica e assintomatica,
podendo persistir por décadas sem ser diagnosticada. No entanto, em individuos
imunocomprometidos, como os pacientes alcoolistas, a infeccdo pode se desenvolver para
quadros de hiperinfeccdo e/ou disseminacdo. Atualmente, o método utilizado para o
diagnostico na rotina laboratorial da estrongiloidiase é o de Baermann-Moraes, apesar da
cultura em placa de agar ser mais sensivel. Novas técnicas como o TF-Test® e o Coproplus®
tém surgido como alternativas mais praticas, porém ainda necessitam de melhor avaliacdo
para determinacdo das suas sensibilidades. Objetivo: Avaliar a sensibilidade dos métodos
parasitologicos TF-Test® e Coproplus®, em comparacdo com 0s métodos de cultura em placa
de &gar (CPA), Baermann-Moraes (BM) e sedimentacdo esponténea (SE). Material e
meétodo: Trata-se de um estudo epidemioldgico, descritivo e transversal, realizado de maio de
2017 a agosto de 2018, para diagndstico da infeccdo por S. stercoralis, em pacientes
alcéolicos internados no Centro de Acolhimento e Tratamento de Alcoolistas (CATA). Foram
analisadas amostras de 140 pacientes, por meio dos métodos parasitolégicos CPA, Baermann-
Moraes, sedimentacdo espontanea, TF-Test® e Coproplus®. Resultados: Um total de 58,6%
dos pacientes estava infectado com um ou mais parasitos intestinais. O helminto mais
prevalente foi S. stercoralis (20%), em que a carga parasitaria destes pacientes foi em média
89 larvas/g de fezes (SDx146,3) variando de 1 a 638 larvas, seguido pelas infecgdes com
ancilostomideo (8,6%), Ascaris lumbricoides (1,4%), Trichuris trichiura (1,4%), Schistosoma
mansoni (0,7%) e Enterobius vermiculares (0,7%). Para os protozoarios, o mais prevalente foi
a Endolimax nana (34,3%) seguido por Entamoeba coli (6,4%), Giardia duodenalis (5,0%)
lodamoeba butschlli (5,0%) e Entamoeba histolytica/ dispar (2,1%). Os métodos TF-Test® e
Coproplus® apresentaram para o diagnéstico da estrongiloidiase, sensibilidades de 46,4%
(12/28) e 39,3% (10/28), respectivamente, valores muito inferiores aos metodos de CPA
96,4% (27/28), Baermann-Moraes 89,3% (25/28) e sedimentacdo espontanea 57,1% (16/28),
sendo a diferenca de sensibilidade do TF-Test® e o Coproplus®, isoladamente,
estatisticamente significativa em relagdo aos demais métodos testados (p<0,05). A carga
parasitaria influenciou na elevacdo da sensibilidade dos métodos TF-test® e do Coproplus®,
enquanto que a CPA e o Baermann-Moraes apresentaram elevadas sensibilidades, mesmo em
amostras com baixa carga parasitaria. Para o diagnéstico de outros helmintos intestinais,
excluindo S. stercoralis, o método de sedimentacdo espontdnea foi o mais sensivel
apresentando 55,5 (10/18) de sensibilidade. Os métodos de TF-Test® e o Coproplus®
apresentaram melhores sensibilidades para o diagnostico dos protozoarios, 62,2% (46/74) e
43,2% (32/74), respectivamente, com relacdo aos outros métodos testados. Discussdo: A
elevada frequéncia da infeccdo por enteroparasitos nos pacientes alcoolistas, possivelmente
reflete as condicBes socio-economicas e sanitarias, além das alteracdes dos habitos de higiene
destes pacientes. O diagndstico da estrongiloidiase através da CPA e do Bearmann-Moraes
apresentaram as maiores sensibilidades, confirmando dados anteriores de outros estudos
realizados pelo nosso grupo, enquanto que, os métodos TF-Test® e Coproplus® apresentaram
as menores sensibilidades para o diagnoéstico da infec¢do por S. stercoralis. Concluséo: Neste
trabalho foi possivel observar uma elevada frequéncia da infecgdo por S. stercoralis nos
pacientes alcoolistas 20%, possivelmente pelo héabito de andar descalco. Dentre os métodos
parasitologicos utilizados, a cultura em placa de agar foi o mais sensivel seguido do
Baermann-Moraes, destacando-se a baixa sensibilidade do TF-Test® e do Coproplus® para o
diagndstico da estrongiloidiase. A carga parasitaria influenciou no aumento da sensibilidade
dos métodos TF-Test® e Coproplus®, enguanto que a CPA e o Baermann-Moraes
apresentaram as maiores sensibilidades, mesmo em amostras com baixa carga parasitaria. Em



relacdo ao diagndstico da infeccdo por outros helmintos, a sedimentacdo espontanea foi o
método mais sensivel, enquanto para 0s protozoarios, os métodos TF-Test® e Coproplus®
alcancaram maiores sensibilidades. Diante dos resultados observados neste estudo, tanto o
TF-Test® quanto o Coproplus® ndo deve ser adotado como Unico método para diagnostico
parasitologico de fezes em laboratorios de rotina, pois as suas sensibilidades para o
diagnostico da estrongiloidiase é muito baixa em infecgdes com carga parasitaria de 1 a 10
larvas por g/fezes, o que provavelmente ocorre na maioria dos pacientes.

Palavras-chave: Strongyloides stercoralis. Alcoolistas. Métodos parasitolodgicos. TF-Test®.
Coproplus®.



ABSTRACT

Introduction: Human strongyloidiasis often occurs chronical and asymptomatically and can
persist without having a clear diagnosis for decades. However, this infection can cause
hyperinfection and/or dissemination in immunocompromised patients. Nowadays, the most
commonly used method in routine laboratory detection of the disease is Baermann Moraes,
despite the fact that Agar Plate Culture (APC) is more sensitive. New techniques such as TF-
Test® and Coproplus® have emerged as more practical alternatives, but still need to be
further assessed in order to determine its sensitivities. Aim: Evaluate TF-Test® and
Coproplus® methods sensitivity in comparison to Agar Plate Culture (APC), Baermann-
Moraes (BM) and spontaneous sedimentation. Materials and methods: This is an
epidemiological, descriptive and cross-sectional study. It was carried out from May 2017 to
August 2018 and 140 samples collected from patients hospitalized at Centro de Tratamento e
Acolhimento a Alcoolistas (CATA) were analyzed using APC, Baermann-Moraes,
spontaneous sedimentation, TF-Test® and Coproplus® methods. Results: A total of 58.6% of
the patients were infected by one or more intestinal parasites. The most prevalent helminth
was S. stercoralis (20%), with a parasitic load mean of 89 larvae/gram of feces (SD+146.3),
ranging from 1 to 638 larvae, followed by hookworm (8.6%), Ascaris lumbricoides (1.4%),
Trichuris trichiura (1.4%), Schistosoma mansoni (0.7%) and Enterobius vermiculares (0.7%).
For the protozoa, the most prevalent one was Endolimax nana (34.3%), followed by
Entamoeba coli (6.4%), Giardia duodenalis (5.0%) lodamoeba butscilli (5.0%) and
Entamoeba histolytica/dispar (2.1%). For strongyloidiasis diagnosis, the TF-Test® and
Coproplus® methods presented a sensitivity of 46.4 (12/28) and 39.3% (10/28), respectively.
Those values were much lower compared to Agar Plate Culture 96.4 (27/28), Baermann-
Moraes 89.3% (25/28) and spontaneous sedimentation 57.1% (16/28). TF-Test® and
Coproplus® revealed a statistically significant difference in sensitivity compared to the other
evaluated methods (p<0.05). The parasitic load changed the sensitivity of TF-Test® and
Coproplus® methods whereas APC and Baermann-Moraes showed high sensitivity, even in
samples with a low parasitic load. For other intestinal helminths diagnosis, with the exception
of S. stercoralis, spontaneous sedimentation were the most sensitive methods, 55.5% (10/18)
for both. TF-Test® and Coproplus® methods revealed better sensitivities for protozoa
diagnosis in comparison to the spontaneous sedimentation method, 62.2% (46/74) and 43.2%
(32/74), respectively. Discussion: The high enteroparasite infections frequency in alcoholic
patients is influenced by sanitation and socioeconomic factors, including hygiene habits. The
strongyloidiasis diagnosi using APC and Bearmann-Moraes demonstrated the highest
sensitivity, confirming data from previous studies carried out by our group, whereas the TF-
Test® and Coproplus® methods presented the lowest sensitivity S. stercoralis infection
diagnosis. Conclusion: In this study, it was possible to observe a high S. stercoralis infection
frequency in alcoholic patients (20%), which can be explained by their habit of walking
barefoot. The Agar Plate Culture was the most sensitive method, followed by Baermann-
Moraes. TF-Test® and Coproplus® methods presented a particularly low sensitivity for
strongyloidiasis diagnosis. The parasitic load increased TF-Test® and Coproplus® methods
sensitivity, whereas APC and Baermann-Moraes sensitivities were high, even in samples
containing a low parasitic load. In other helminths infection diagnosis, the spontaneous
sedimentation and Faust were the most sensitive methods. On the other hand, TF-Test® and
Coproplus® were the most sensitive methods to protozoa diagnosis. The results demonstrate
that neither TF-Test® nor Coproplus® must be used as the sole method for parasitological
diagnosis in feces at laboratorial routine. This is due to its extremely low sensitivities for



strongyloidiasis diagnosis in samples with a low parasitic load, which is common in most
patients.

Keywords: Strongyloides stercoralis. Alcoholic patients. Parasitological methods. TF-Test®.
Coproplus®.
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O helminto Strongyloides stercoralis, um parasito endémico nas areas tropicais e
subtropicais, infecta aproximadamente 370 milhGes de pessoas em todo o mundo onde a
higiene e as condicdes sanitarias sdo deficientes. > As manifestacdes clinicas da
estrongiloidiase podem variar de um estado assintomatico a distdrbios cutaneos (prurido,
larva migrans, urticaria), digestivos (diarreia, dor abdominal), respiratorios (tosse cronica,
dispneia) ou pode evoluir para estrongiloidiase grave, com hiperinfeccdo e/ou disseminacao
do parasito, principalmente em individuos imunocomprometidos. *° Os grupos de individuos
mais susceptiveis a estrongiloidiase severa sdo principalmente pacientes portadores do Virus
Linfotrépico Humano (HTLV-1), em uso cronico de corticosteroides e alcoolistas. " *?

A alta predisposicédo a infeccéo por S. stercoralis em alcoolistas esta associada a mas
praticas de higiene, desnutricdo, comprometimento da resposta imune protetora induzida pelo
consumo excessivo de alcool que culminam no aumento dos niveis de corticoide enddgeno,
favorecendo a autoinfeccéo por S. stercoralis. 1% ¥

A estrongiloidiase grave pode se manifestar nas formas de hiperinfeccdo e/ou
disseminacédo. A hiperinfeccdo é caracterizada pelo aumento do nimero de larvas excretadas
nas fezes e/ou no escarro, além da exacerbacdo dos sintomas nos trato gastrointestinal e
respiratorio. ** A capacidade de autoinfeccdo do S. stercoralis potencializa a disseminacéo da
forma filariide pela corrente sanguinea e conseguinte acometimento de mdaltiplos érgdos,
sendo este 0 quadro mais grave e com maior taxa de mortalidade. " ***" A disseminacéo esté
associada a quadros de sepse e, caso nao seja corretamente tratada, a taxa de mortalidade pode
chegar até 100%. 819

O diagndstico precoce da estrongiloidiase é essencial para prevenir os quadros graves
da doenca e pode ser realizado por meio de métodos parasitolégicos e/ou imunoldgicos. Entre
0s métodos parasitologicos, o Baermann-Moraes é barato e simples de realizar e um dos
métodos parasitologicos mais utilizados para identificacdo de larvas de nematoides em
laboratdrios de rotina; no entanto, é menos sensivel que a CPA. ** % Alguns estudos que
comparam a eficiéncia de métodos parasitologicos para deteccdo de S. stercoralis tém
demonstrado que o método de CPA é o mais sensivel. *° No entanto, apesar da sua elevada
sensibilidade, a CPA ainda depende da eliminacdo das larvas nas fezes, o que ocorre de
maneira intermitente, podendo ser necessério a analise de varias amostras. 2%

Outro metodo parasitologico utilizado atualmente nos laboratorios clinicos é o TF-
Test®. Ao longo dos ultimos anos, esta nova técnica derivada do método de Ritchie vem se
destacando no diagnostico das parasitoses intestinais, especialmente por coletar

separadamente trés amostras fecais em dias alternados e processa-las de uma s6 vez, com



18

procedimento laboratorial de concentracdo dos parasitos por centrifugo-sedimentacéo. 4%

Devido a essas vantagens do TF-Test®, o0 mesmo tem sido utilizado em diversos laboratérios
clinicos.

Outro kit comercial recentemente lancado no mercado, o Coproplus®, consiste em
transferir uma pequena quantidade de fezes através de uma pequena espatula que acompanha
o kit, para um frasco coletor que contém 13 mL de formalina a 10% tamponada. >’ No
entanto, pelo fato dos métodos TF-Test® e do Coproplus® utilizarem fezes diluidas em
solucdo tamponada de formol e consequentemente inviabilizar a sobrevivéncia de larvas
presentes nas fezes, torna-se necessario a avaliacao da eficacia destes testes para o diagndstico
da infeccdo por S. stercoralis.

Os métodos soroldgicos sdo uma alternativa no auxilio ao diagnoéstico de S. stercoralis
2830 no entanto, estes métodos possuem algumas limitagdes, como a dificuldade na producéo
e padronizacdo de um antigeno capaz de fornecer boa reprodutibilidade dos ensaios e a
presenca de reagdes falso-positivas, devido a memoria imunoldgica e/ou pela presenca de
reacdes cruzadas com outros parasitos. 2 3132

Pela falta de diagndstico precoce a estrongiloidiase pode evoluir para as formas
graves, como citado anteriormente e a pesquisa de larvas nas fezes é considerado como o
diagnostico definitivo. Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar a sensibilidade dos
métodos TF-Test® e Coproplus® no diagnostico da infecgdo por S. stercoralis frente aos

métodos especificos de diagndstico parasitologico para pesquisa de larvas de helmintos.
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2. JUSTIFICATIVA
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Devido ao uso frequente dos métodos de diagnostico parasitoldgicos, TF-Test® e
Coproplus®, em laboratorios de analises clinicas em subistituicdo aos métodos tradicionais, a
avaliacdo das sensibilidades destes kits comerciais para o diagnéstico da infeccdo por S.
stercoralis e outros parasitos intestinais € de essencial importancia, para evitar a subestimativa
da frequéncia das parasitoses intestinais, principalmente da infeccdo por S. stercoralis,

caracterizada como uma parasitose de dificil diangnostico.
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3. REVISAO DE LITERATURA
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3.1 O PARASITO

Em 1876, Louis Normand, médico do Hospital Naval Saint-Mandrier da cidade de
Toulon na Franga, investigou um grupo de soldados repatriados da Indochina (hoje Vietna) e
constatou que estes apresentavam diarréia severa, nas fezes foram encontradas larvas maveis,
de um parasito hoje conhecido como Strongyloides stercoralis. %

O ciclo bioldgico do parasito inicia-se quando a larva filariforme (forma infectante)
penetra na pele de um hospedeiro susceptivel ou ocasionalmente, através das mucosas,
principalmente da boca e do esdfago ou quando sdo deglutidas acidentalmente através de
alimentos contaminados. ** Ao ganhar a circulacdo sanguinea, chegam até os capilares
alveolares, adentra os alvéolos, dirigindo-se a glote, ultrapassando no trajeto, bronquiolos,
brénquios e traquéia. Posteriormente, € deglutida e atinge o trato gastrintestinal alojando-se na
lamina propria do duodeno e jejuno proximal, onde se transforma em fémea partenogenética,
cujo Utero pode conter em média, 10 a 12 ovos, produzindo no méaximo, 15 larvas por dia.
Apo6s a eclosdo, a larva é chamada de rabditdide L1. Para ser infectante deve chegar ao
estagio L3 filaridide que pode levar a autoinfeccdo interna ou serem eliminadas junto com as
fezes.

No solo, as larvas rabditdides eliminadas nas fezes também podem transformar-se em
vermes machos ou fémeas de vida livre, que irdo dar origem ao ciclo de vida livre. (OLHAR
PROF. JULIANE) A ocorréncia de dois ciclos evolutivos pode ser explicada devido a
constituicdo genética das fémeas partenogenéticas, que sdo triploides (3n) e produzem
simultaneamente trés tipos de ovos, que ddo origem a trés tipos de larvas rabditdides e de
acordo com sua constituicdo cromossdémica podem originar machos (n) ou fémeas (2n) de

vida livre ou larvas filaridides infectantes (3n). *

3.2 INFECCAO POR S. stercoralis E USO CRONICO DE ALCOOL

A alta predisposi¢do a infecgdo por S. stercoralis estd associada com mas praticas de
higiene, desnutricdo, deficiéncia na resposta imune e uso crénico de alcool que induz a
elevacdo dos niveis de corticoide endégeno, favorecendo a autoinfecgdo por S. stercoralis.™®
Clinicamente, a maioria dos casos de infeccdo por S. stercoralis é assintomatica e sintomas
gastrointestinais leves ou moderados podem ocorrer. Os casos sintomaticos cursam com

diarréia, esteatorréia e perda de peso, como também queixas respiratorias. Na sindrome da
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hiperinfecgdo é observado o aumento do nimero de larvas excretadas nas fezes ou escarro,
além do desenvolvimento ou exacerbacdo dos sintomas gastrointestinais e pulmonares. >*°
Nessa forma, as larvas estdo confinadas nas regides onde ocorre o ciclo parasitario (pele,
pulmo e intestino). *"%*

A estrongiloidiase passa a ser disseminada quando as larvas migram para outros
6rgaos, como figado e cérebro. *?° As larvas que penetram na parede intestinal podem
transportar bactérias para a corrente sanguinea e resultar em infeccdes sistémicas, sendo a
estrongiloidiase disseminada a manifestacdo mais grave da doenca, apresentando altas taxas
de mortalidade, devido & sua rapida evolugéo e diagnéstico tardios. ***®

Além disso, muitos estudos tem demonstrado que o uso crénico de alcool predispbe a
infeccdo por S. stercoralis, podendo evoluir para a hiperinfeccdo e a estrongiloidiase
disseminada, que pode levar a 6bito. 2**°* O aumento dos metabélitos de corticoides, que
sdo similares a ecdisona, horménio parasitario que regula a fertilidade de fémeas
partenogenéticas de S. stercoralis e estimula a transformacdo de larvas rabditoides em
filaridides, eleva a taxa de autoinfecgdo no hospedeiro. *° Vale destacar que o &lcool diminui a
resposta imune protetora, altera a morfologia das vilosidades intestinais e pode interferir na
permeabilidade e na motilidade intestinal, levando a permanéncia do bolo fecal, o que

favorece a ecdise das larvas e também aumenta o risco de autoinfecgéo.

3.3 EPIDEMIOLOGIA DA ESTRONGILOIDIASE

Dentre as infecgdes causadas por geohelmintos, a estrongiloidiase esta entre as seis
primeiras e é considerada uma doenca negligenciada. Esta posicdo refere-se apenas as
infeccdes ativas, uma vez que 0 numero de pessoas potencialmente expostas com quadro de
infeccéo subclinico é muito maior. 3* A prevaléncia de Strongyloides stercoralis varia entre
0,2 e 3,4% em todo o mundo. ** Tém alta prevaléncia no Caribe, América Latina, Europa,
Asia e Africa subsaariana “®, enquanto na india é de 2,6%.

De acordo com uma revisdo sistematica baseada nas taxas publicadas de infeccdo por
Strongyloides e levando em consideracdo a sensibilidade dos métodos de diagndstico usados,
a prevaléncia de Strongyloides na Africa variou de 0,1% na Republica Centro-Africana a até
91,8% no Gabdo. Na América do Sul e na Ameérica Central, o Haiti registrou uma prevaléncia
de 1,0%, enquanto que no Peru a taxa de infeccdo chegou a 75,3%. No Camboja, a taxa de

infeccdo foi de 17,5%, enquanto que na Tailandia, a taxa foi de 23,7% e na Republica Popular
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do Laos, a taxa foi de 26,2%. O Brasil é considerado um pais hiperendémico com 5,5% de
infeccéo por S. stercoralis na populagéo geral e 11,8% em imunossuprimidos, considerando o
diagndstico parasitolégico.

As taxas de prevaléncia de estrongiloidiase variam entre diferentes Regides brasileiras.
*> Segundo Paula e Costa-Cruz (2011), os Estados com maior ocorréncia da estrongiloidiase
sdo Amazonas, Alagoas, Mato Grosso, Sao Paulo, Santa Catarina e Minas Gerais. Em todo o
Estado do Parana, utilizando técnicas parasitoldgicas especificas ou ndo para deteccdo de S.
stercoralis, foi demonstrado que os indices desta parasitose variam de 0,9 de 3,3% na

populacdo em geral. *

JA& em individuos imunocomprometidos a ocorréncia da
estrongiloidiase no Brasil no periodo de 1990 a 2009 foi de 11,8% quando utilizando métodos
parasitologicos e de 19,5% por métodos imunoldgicos. Os autores relatam que a ocorréncia da
infeccdo aumenta com a idade e esta diretamente relacionada com fatores e condigdes
epidemiolédgicas da populacdo. No entanto, diversos aspectos epidemioldgicos da
estrongiloidiase ainda sdo desconhecidos e principalmente a associacdo desta infecgdo com
outras parasitoses. **

Em pacientes que fazem uso cronico de alcool, a prevaléncia da infeccdo por S.
stercoralis é geralmente alta, variando de 20,5% a 40,2%. Um estudo realizado no Brasil
mostrou uma frequéncia de infeccdo de 33,3% em pacientes alcoolistas. Esse valor foi ainda
maior (44,4%) nos pacientes com cirrose hepatica. *3%%

Em trés estudos anteriores realizados pelo laboratério de Imunoparasitologia da
faculdade de farméacia da UFBA, foram encontradas frequéncias da infeccdo em alcoolistas de

15,4 a 23,5%. 1012

3.4 DIAGNOSTICO

O diagnostico da infeccdo é realizado principalmente pela pesquisa de larvas nas fezes
pelos métodos Baermann-Moraes, sedimentacdo espontanea e cultura em placa de &gar.
Recentemente, outros métodos parasitoldgicos como, TF-Test® e Coproplus® vem sendo
utilizados para este fim. 2%’

A técnica de Baermann-Moraes descrita originalmente por Baermann (1917) para
deteccdo e isolamento de larvas do solo foi adaptada por Moraes (1948) para diagndstico de
larvas em fezes e cujo principio se baseia em duas caracteristicas intrinsecas das larvas:

termotropismo e hidrotropismo positivo. Este método € mais sensivel que a sedimentagéo
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esponténea e permite a recuperacdo das larvas na dgua aquecida. O Baermann-Moraes é um
método de baixo custo e simples de realizar sendo bastante utilizado nos laboratdrios clinicos,
entretanto é menos sensivel que o método de CPA. **

A CPA, embora raramente utilizada nos laboratorios clinicos, € 0 método
parasitolégico que apresenta maior sensibilidade para o diagndstico parasitologico da infeccdo
por S. stercoralis. 1'% A taxa de deteccdo da CPA aumenta com relagdo ao nlimero de
amostras, podendo variar de acordo com o numero de amostras examinadas e coletadas em
dias alternados. ™*°*® Na CPA as larvas de S. stercoralis migram das fezes para o meio de
cultura, carreando consigo bactérias intestinais e formando coldnias durante sua migragdo no
meio, que sdo visualizadas como caminhos e podem ser usados para diagndstico. 2012
Dessa forma, pode-se aumentar a sensibilidade do método quando as larvas ndo sdo
recuperadas das culturas e também reduzir o risco de contaminacéo. % No entanto, devido a
uma carga parasitaria baixa e ciclo irregular na maioria dos pacientes com infecgéo cronica,
exames repetidos de fezes associados a diferentes métodos parasitoldégicos sdo necessarios
para estabelecer um diagnéstico preciso da infeccdo por S. stercoralis. =2

Apesar da ampla utilizacdo do TF-Test® e do Coproplus® para diagnostico das
parasitoses entéricas humanas e de animais, ainda ndo se conhece qual o potencial de
diagndstico destes métodos. O TF-test® tem sido recomendado em situages nas quais as
amostras de fezes sdo originarias de areas geograficamente distantes dos laborat6rios onde
ocorrem as analises. As amostras sao coletadas em um meio conservante contendo formalina
tamponada a 10%, proporcionando uma margem de até 30 dias entre a coleta e a realizacdo de
sua analise. 2 No entanto, alguns estudos tem demonstrado uma menor sensibilidade do TF-
Test® para o diagnéstico de S. stercoralis quando comparado com outros métodos. **** O
Coproplus®, disponivel no mercado desde 2008 (NL Diagndstica, Comércio Exterior, Sdo
Paulo, Brasil), se baseia na diluicdo das fezes em solucdo tamponada de formol a 10%,
seguido de homogenizacdo e sedimentacdo espontanea, sem lavagens.

Tanto o TF-Test® quanto o Coproplus® sdo métodos de facil execucdo e tém como
vantagens demandar menor espaco fisico para manuseio das amostras, descontaminacdo e
conservacao das amostras por até 30 dias sem a necessidade de refrigeracdo, diminuindo os
custos com méo de obra. Por outro lado, a eficacia destes testes ainda ndo foi comprovada,
pois existem poucos trabalhos cientificos demonstrando a sensibilidade destes métodos no
diagnostico das enteroparasitoses.

Uma ferramenta auxiliar ao diagnostico da infecgdo por S. stercoralis é o diagnostico

imunolégico. ***® No entanto esses métodos sao restritos aos Centros de pesquisa, devido a
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dificuldade na obtengdo de antigenos, como também a ocorréncia de reacdes cruzadas.
Estas reacGes falso-positivas podem ser causadas por infecgdes passadas, devido a memoria
imunolégica, ou por semelhanca antigénica entre os helmintos. °"°

O uso de metodos moleculares no diagnéstico parasitoldgico ainda é limitado a alguns
laboratérios de pesquisas. A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) apresenta sensibilidade
elevada para diagnostico dos parasitos intestinais, mas com relagdo ao diagndstico da infeccdo
por S. stercoralis depende da liberacdo das larvas nas fezes o que nem sempre acontece, pois
a liberacdo das larvas pelo parasito ocorre de forma intermitente. Além disso, 0os métodos
molecurares sdo de alto custo, dependem de mado de obra especializada e requerem

infraestrutura apropriada. °*®*
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4. OBJETIVOS
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4.1 GERAL

Avaliar a sensibilidade dos métodos TF-Test® e Coproplus® para o diagndstico da

infeccédo por Strongyloides stercoralis e outros parasitos intestinais em pacientes alcoolistas.

4.2 ESPECIFICOS

1. Avaliar a frequéncia da infeccdo por S. stercoralis e de outros enteroparasitos em
pacientes alcoolistas atendidos no periodo de maio/2017 a agosto/2018 no Centro de
Acolhimento e Tratamento de Alcoolistas (CATA);

2. Descrever o perfil socioecondmico dos pacientes;

3. Comparar as sensibilidades dos métodos de diagndstico para a infec¢do por S.
stercoralis e outras enteroparasitoses (TF-Test®, Coproplus®, cultura em placa de agar,
Baermann-Moraes e sedimentacdo espontanea);

4. Avaliar a eficicia dos métodos de diagnostico para infeccdo por S. stercoralis de
acordo com a carga parasitaria;

5. Comparar as sensibilidades dos métodos TF-Test®, Coproplus® e sedimentacao

espontanea para o diagnostico de helmintos (exceto S. stercoralis) e protozoarios.
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5.MATERIAL E METODOS
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5.1 TIPO DE ESTUDO

Trata-se de um estudo epidemioldgico, descritivo e transversal.

5.2 AMOSTRAGEM

Participaram deste estudo 140 pacientes do sexo masculino, com idade de 26 a 75
anos, com diagndstico clinico de alcoolismo crdnico, internados durante um periodo de 15 a
20 dias no Centro de Acolhimento e Tratamento de Alcoolistas (CATA), para desintoxicacao
alcoolica, no periodo de maio de 2017 a agosto de 2018. Todos os pacientes incluidos no
estudo realizaram exames parasitolégicos de fezes, com resultados de trés amostras colhidas

em dias alternados e responderam ao questionario epidemiolégico (ANEXO A).
5.3 DIAGNOSTICO PARASITOLOGICO

O diagnostico parasitologico foi realizado utilizando-se cinco métodos: sedimentacéo
espontanea, Baermann-Moraes, CPA, TF-Test® (Empresa Immunoassay Ind. Com. Ltda.,
Séo Paulo, Brasil) e Coproplus® (Empresa NL Diagnostica). Aa anélises foram realizadas no
Laboratorio de Pesquisa em Imunoparasitologia da Faculdade de Farméacia da UFBA. Para o
diagnostico por meio da CPA, as amostras foram semeadas em placas de agar, segundo
Arakaki e colaboradores (1990). Resumidamente, no centro de cada placa de Petri (didmetro
de 9 cm e profundidade de 2,5 cm), contendo 5 mL de meio de cultivo estéril (1,5% de &gar,
1% de extrato bife, 1% de peptona e 5% de cloreto de sddio) foram semeadas cerca de 3 g de
fezes. As placas foram seladas com fita adesiva, para evitar a saida das larvas filaridides ® e,
em seguida, foram incubadas a 33°C por até sete dias. Ao final deste periodo, as placas foram
lavadas com solucdo de formol 10% para recuperacdo das larvas e os tubos contendo as
amostras foram centrifugados a uma velocidade de 1500 rpm por 3 minutos. O diagnéstico foi
realizado por meio da microscopia por observacdo da morfologia.

As larvas presentes em um grama de fezes das amostras positivas para S. stercoralis
no Baermann-Moraes foram quantificadas através da microscopia éptica (aumento de 40x).
Quando o namero de larvas foi maior que 500, procedeu-se uma diluicdo variando de 1:2 a
1:5, de acordo com o numero de larvas. Neste trabalho, foi considerada como infecgdo leve

quando detectado < 10 larvas por grama de fezes, moderada de 11 a 50 larvas por grama de
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fezes, intensa de 51 a 500 larvas por grama de fezes e > 500 larvas por grama de fezes,
suspeita de hiperinfec¢do. Esta caracterizacdo da carga parasitaria nos pacientes alcoolistas foi
baseada na experiéncia observada na rotina de diagnostico do laboratério de Pesquisa em
Imunoparasitologia da Faculdade de Farmacia da UFBA, na qual se verifica que em
aproximadamente 95% dos Baermann-Moraes positivos ndo sdo detectadas mais do que 10
larvas por grama de fezes. Para a realizacdo do diagndstico por meio do TF-Test® e do
Coproplus®, as amostras foram anteriormente homogenizadas, sendo em seguida transferidas

pelo analista para os conjuntos comerciais, conforme orientacao do fabricante.
5.3.1 TF-Test®

O método TF-Test® foi realizado de acordo com as instru¢bes do fabricante.
Resumidamente, uma aliquota de aproximadamente 1g das amostras de fezes foi adicionada
aos tubos coletores-usuarios que compdem o kit (Figura 1). Ao material fecal foi adicionado
uma gota de detergente neutro e 3 mL de acetado de etila. Em seguida os trés tubos foram
acoplados ao conjunto de filtros, seguido de centrifugacdo por 3 min, a 1500 rpm. O
sobrenadante foi desprezado e o sedimento analisado por microscopia Optica, em objetivas
10x e 40x. A leitura de duas laminas de cada amostra foi realizada por pessoal técnico

treinado.

Figura 1: Kit comercial para realizacdo do TF-Test®

& TF-Test

'

Fonte: Immunoassay Indudstria e Comércio S/A.
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5.3.2 Coproplus®

O método Coproplus® foi realizado de acordo com as instrucdes do fabricante.
Resumidamente, um grama de fezes foi transferido para o pote coletor, contendo 13 mL de
formalina tamponada a 10%, conforme orientacGes do fabricante. Em seguida o frasco coletor
foi fechado, submetido a movimentos circulares por um a dois minutos e mantido em repouso
por no minimo de 15 minutos. Apos este intervalo o frasco coletor foi invertido (Figura 2) e
em seguida depositado uma gota da amostra em lamina, contendo uma gota de lugol. (Figura
2 e 3). A leitura foi realizada por meio do microscépio 6ptico em objetivas de 10x e 40x. A
leitura de duas Iaminas de cada amostra foi realizada por pessoal técnico treinado.

Figura 2: Kit comercial para realizacdo Coproplus®

‘ o Cap ds Vedagao Removivel

o Tampa Afunilada

Microfiltro Intermc

Filtro Conico

crssis F

Coletor para Volume
Padronizado de Amostra

FLASN

Fonte: NL Diagndstica
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Figura 3: Potes do Kit comercial Coproplus® ivertidos e acomodados em badeja de sedimentagéo

Fonte: NL Diagndstica

5.5 ANALISES ESTATISTICAS

Os dados foram armazenados e analisados utilizando-se o IBM SPSS software (versao
19.0 para Windows, Estados Unidos da América). Variaveis continuas foram expressas como
média (desvio padrdo). Varidveis categoricas foram expressas em percentual. Para testar a
suposicdo de normalidade dos dados, foi aplicado o teste de Kolmogorov-Smirnov. As
diferencas entre as médias foram avaliadas usando-se o teste t ndo pareado para comparar dois
grupos, ou ANOVA para comparar trés ou mais grupos.

O teste exato de Fisher foi usado para comparar proporc¢des. Os testes foram bicaudais,
e a significancia estatistica foi estabelecida para o intervalo de confianca de 95%. O
coeficiente Kappa foi utilizado para avaliar a concordancia dos métodos parasitolégicos TF-
Test®, Coproplus®, Sedimentacdo Espontanea e Baermann-Moraes, na deteccdo de S.
stercoralis com a CPA. A interpretacdo da concordancia entre os métodos foi feita a partir dos

valores de Kappa, de acordo com Landis e Koch. ®

5.6 ASPECTOS ETICOS

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Escola de Enfermagem
da Universidade Federal da Bahia sob o numero 367.464. Todos os participantes foram

informados sobre o estudo, e aqueles que concordaram em participar assinaram o Termo de
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Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (Anexo B). Este estudo esta inserido dentro do
projeto “Avaliagdo e desenvolvimento de tecnologias aplicadas ao diagnéstico da infec¢do por
S strercoralis e prevencdo da estrongiloidiase grave em pacientes imunossuprimidos”
financiado pelo edital FAPESB N° 030/2013.

Todos os individuos, cujo diagnostico foi positivo para enteroparasitos foram tratados

no Centro de Acolhimento e Tratamento a Alcoolistas das Obras Sociais Irma Dulce.
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6. RESULTADQOS
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O estudo demonstrou que o total de individuos parasitados foi de 58,5% (82/140),
sendo 36,4% (51/140) de monoparasitados e 22,1% (31/140) de poliparasitados. O parasito
mais frequente foi S. stercoralis 20,0% (28/140), em que a carga parasitaria foi em média 89
larvas/g de fezes (SD+146,3) variando de 1 a 638 larvas. O segundo parasito mais prevalente
foi ancilostomideo 8,6% (12/140), seguido de Entamoeba coli 6,4% (9/140), Endolimax nana
34,3% (48/140), Giardia duodenalis 5,0% (7/140), e lodamoeba butschlli 5,0% (7/140).
(Tabela 1).

Tabela 1- Frequéncia de helmintos e protozoarios intestinais em pacientes alcoolistas, atendidos no Centro de
Acolhimento e Tratamento de Alcoolistas (CATA), entre maio/2017 e agosto/2018, (n = 140).

Parasito N° de amostras positivas (%)
Poliparasitados 31(22,1)
Monoparasitados 51 (36,4)
Parasitados 82 (58,5)
Amostra negativa 58 (41,5)
Helmintos

Strongyloides stercoralis 28 (20,0)
Ancilostomideos 12 (8,6)
Ascaris lumbricoides 2(1,4)
Trichuris trichiura 2(1,4)
Schistosoma mansoni 1(0,7)
Enterobius vermiculares 1(0,7)
Total 46 (32,8)
Protozoarios

Endolimax nana 48 (34,3)
Entamoeba coli 9(6,4)
Giardia duodenalis 7 (5,0)
lodamoeba butschlli 7 (5,0)
Entamoeba histolytica/ dispar 3(2,1)
Total 74 (52,8)

Um total de 79,3% (111/140) dos pacientes avaliados residia na cidade de Salvador, enquanto
que 20,7% (29/140) no interior do estado da Bahia. De acordo com o0s dados socioecondmicos
88,6% (124/140) dos pacientes alcoolistas apresentavam renda mensal inferior ou igual a um

salario minimo variando de 1,4 + 0,79. Com relacdo a escolaridade, 30% (42/140) estudaram
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da 1% a 42 série e 37,2% (52/140) estudaram da 5% a 82 série tendo completado o ensino médio
somente 16,4% (23/140) dos entrevistados. (Tabela 2) A maioria dos pacientes possui agua
tratada 94,3% (132/140) e 46,4% (65/140) destes fazem ingestao de agua filtrada. Um total de
98,6% (138/140) possui rede de esgoto, 89,3% (125/140) residem em ruas pavimentadas,
95,0% (133/140) possuem banheiro em casa e 95,0% (133/140) é beneficiado pelo servico de
coleta de lixo, diariamente. Quanto aos habitos de vida, 29,3% (41/140) referiram andar
descalco e 69,3% (97/140) séo tabagistas. (Tabela 2)

Dos 20% (28/140) dos individuos alcéolicos infectados por S. stercoralis, 46,4%

(13/28) andavam descalcos e 82,1% (23/28) ndo tomava &gua filtrada e /ou fervida.

Tabela 2— Caracteristicas demograficas e socioecondmicas dos pacientes alcoolistas (n = 140)

Variaveis n (%)

- Idade (anos)*

20-30 8 (5,7)
31-40 48 (34,3)
41-50 48 (34,3)
51-60 31 (22,1)
> 60 5 (3,6)
- Municipio de residéncia

Salvador 111(79,3)
Interior do estado 29 (20,7)
- Ingestéo de alcool

Todos os dias 127 (90,7)
1-4 vezes por semana 5 (3,6)
Finais de semana 8 (5,7)
- Grau de escolaridade

Nenhum 2 (1,4)
12 a 4% série 42 (30,0
5% a 8?2 série 52 (37,2
2° grau incompleto 19 (13,6
2° grau completo 23 (16,4
Nivel Superior 2 (1, )

- Renda Mensal

<1 salario minimo 124 (88,6

2 salarios minimos 11 (7, 9

3 salarios minimos 4 (2, 8

4 salarios minimos 1(0,7

- Aspectos sanitarios e habitos de vida

Possui rede de esgoto (sim) 138 (98,6)
Ruas s@o pavimentadas (sim) 125 (89,3)
Coleta de lixo diariamente (sim) 133 (95,0)
Possui agua encanada (sim) 132 (94,3)
Possui banheiro em casa (sim) 133 (95,0)
Consumo de agua filtrada (sim) 65 (46,4)
**Anda descalgo (sim) 41 (29,3)

* Média de idade + SD (anos) 44,8+ 9,8 / Variagdo da idade 26 ~ 75
** Dos 20,0% (28/140) de individuos alcéolicos infectados por S. stercoralis 46,4% (13/28) andavam descalgos.
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Dentre os métodos testados neste trabalho para o diagndstico da infeccdo por S.
stercoralis, 0 TF-Test® e o Coproplus®, métodos que vém sendo utilizados na rotina dos
laboratdrios clinicos, apresentaram baixas sensibilidades, inferiores a 50%. (Tabela 3) A
cultura em placa de agar foi o método mais sensivel, seguido do Baermann-Moraes e

sedimentagéo espontanea. (Tabela 3)

Tabela 3- Comparagio de ambos os métodos da Cultura em Placa de Agar (CPA) e do Bearman-Moraes (BM) com outros métodos
parasitolégicos para o diagnéstico da infeccédo por S. stercoralis

S. stercoralis

Métodos Resultados positivos pelos Sen.2 Nivel de
métodos CPA + BM ¢ (%5 Kappa IC 95% Concordancia
Negativo  Positivo Total
Negativo 112 1 113
CPA Positivo 0 27 27 96,4% 0,977  (0,933- 1,000) Excelente
Total 112 28 140 0,023
Negativo 112 3 115
Baermann— Positivo 0 25 25 89,3% 0,930 (0,852-1,000) Excelente
Moraes Total 112 28 140 0,040
Negativo 112 12 124
Sedimentacdo  Positivo 0 16 16 57,1% 0,681 (0,517- 0,844) Moderada
espontanea Total 112 28 140 0,083
Negativo 112 15 127
TF-Test®?3 Positivo 0 13 13 46,4% 0,581 (0,399-0,763) Moderada
Total 112 28 140 0,093
Negativo 112 17 129
Coproplus®*  Positivo 0 11 11 39,3% 0,509 (0,318-0,699) Moderada
Total 112 28 140 0,097

1 Comparagdo de ambos os métodos CPA e BM com cultura em placa de agar, Bearmann-Moraaes, Sedimentagao espontanea, Coproplus® e TF-Test®
para o diagndstico da infeccdo por S. stercoralis (p<0,05).

2Sensibilidade — foi calculada tomando como parametro a soma dos exames positivos na cultura em placa de agar e no Baermann-Moraes,

(100% de sensibilidade).

3% Comparagéo de cada método isolado com todos os demais métodos (p<0,05).

As sensibilidades dos métodos para deteccdo de S. stercoralis foram influenciadas pela
carga parasitaria. A CPA e o Baermann-Moraes, foram positivos para todas as 11 amostras
qguando o namero de larvas foi entre 1 e 10 larvas / g fezes, enquanto que na sedimentacédo

espontanea, a positividade s6 chegou a 100% quando o nimero de larvas variou de 51-500



39

larvas/g fezes. O Coproplus® e o TF-Test® atingiram 100% de positividade quando o numero
de larvas foi maior que 500 larvas /g fezes (Tabela 4).

A maioria dos pacientes alcoolistas positivos para S. stercoralis apresentou entre 51 e
500 larvas / g de fezes, trés pacientes foram negativos pelo método de Baermann-Moraes e
foram diagnosticados através da CPA (3/3), enquanto que um paciente apresentou resultado

positivo para o Baermann-Moraes e negativo para a CPA.

Tabela 4- Positividade dos métodos para pesquisa de larvas de S. stercoralis de acordo com a carga parasitaria, em amostras de
fezes de pacientes alcéolicos infectados com S. stercoralis (n = 28).

% de positividade de acordo com os métodos (n)

Carga®
Parasitaria TE-Test® Coproplus® SE BM CPA Total
Né&o -
e 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 100 (3/3) 3
1-10 18,2 (2/11) 182 (2/11) 36,4 (4/11) 100 (1/11) 100 (1/11) 11
11-50 75,0 (3/4) 75,0 (3/4) 50,0 (2/4) 100 (4/4)  750(3/4) 4
51-500 77.7 (719) 55,5 (5/9) 100 (9/9)  100(9/9)  100(9/9) 9
>500 100 (1/1) 100 (1/1) 100 (/1)  100(Y1) 100 (1/1) 1
Total de 13 11 16 25 27 28
pacientes

*Diagnosticada apenas pela CPA

A Sedimentacdo espontanea atingiu a maior sensibilidade para a pesquisa de ovos de
outros helmintos 55,5% (10/18). Os métodos de TF-Test® e Coproplus®, também foram os
menos sensiveis para o diagndstico dos outros helmintos. (Tabela 5)

Com relagdo aos protozoéarios, o TF-Test® foi o mais sensivel com 62,2% (46/78),
seguido do Coproplus® com sensibilidade de 43,2% (32/78). (Tabela 5)

Tabela 5- Sensibilidade dos métodos parasitoldgicos para deteccdo de helmintos (exluindo S. stercoralis) (n=18)
e protozoarios (n=74) em amostras de fezes de pacientes atendidos no Centro de Acolhimento e Tratamento de

) Protozoarios Sensibilidade Helmintos Sensibilidade
Métodos
n (%) n (%)
* TF-Test® 46 62,2 4 22,2
*Coproplus® 32 43,2 2 111
Sedimentacdo espontanea 18 24,3 10 55,5

Alcoolistas (CATA) em Salvador, Bahia.

A sensibilidade foi calculada tomando como pardmetro a soma dos exames positivos em todos 0s 4 métodos (100% de
sensibilidade).

*Comparagdo da sensibilidade entre TF-Test® e Coproplus® em relacdo a sedimentacdo espontanea (p<0,05)
dos resultados de trés amostras de fezes, de cada paciente, colhidas em dias alternados.
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7.DISCUSSAO
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Neste estudo foi observado que 58,5% dos pacientes alcoolistas estavam infectados
com um ou mais parasitos intestinais. Embora a maioria dos pacientes tenha acesso a
abastecimento de agua tratada (94,3%) e rede de esgoto (98,6%), com indices superiores aos
brasileiros — segundo o IBGE (2015), "* os pacientes alcdolicos sdo susceptiveis & infeccdo
oral fecal, pela falta de higiene adequada, o que facilita a transmissao das enteroparasitoses. *°
Para a infeccdo por S. stercoralis e por ancilostomideo, cuja principal forma de infecgdo € a
penetracdo das larvas filaridides através da pele, andar descalco, ter contato direto com o solo
e com conteudo infectado séo as principais vias de transmissao.

Estes fatores também podem estar relacionados com os hébitos destes pacientes, ja que
46,4% (13/28) relataram que andam descal¢os e ndo bebem &gua filtrada. A elevada
frequéncia da infeccdo por S. stercoralis (20%) em pacientes alcdolicos esta de acordo com 0s
resultados descritos na literatura. *° **% Estudos anteriores realizados no laboratério de
Pesquisa em Imunoparasitologia da Faculdade de farmécia da UFBA demonstraram elevadas
frequéncias da infeccdo por S. stercoralis em pacientes alcoolistas, atendidos no Centro de
Acolhimento e Tratamento de alcoolistas (CATA) das Obras Sociais Irmé& Dulce, variando de
15,4 a 23,5%. 1°*

Um total de 90,7% (127/140) dos pacientes alcoolistas relatou consumir bebida
alcdolica todos os dias, sendo a cachaca a bebida de escolha de 90,0% (126/140), cujo teor
alcdolico esta entre 38 a 48%. A associacdo entre a infeccdo por S. stercoralis € 0 consumo
crénico de alcool, representa um risco no desenvolvimento da estrongiloidiase grave, pois
além de provocar alteracbes da morfologia intestinal, altera a resposta imune e aumenta o
nivel dos metabdlicos dos corticosteroides, que sdo similares a ecdisona, hormonio parasitario
que estimula a transformacao de larvas rabditoides em filarioides, elevando a carga parasitaria
e a autoinfecgo interna. *°

Neste estudo foi demonstrado que a maioria dos pacientes apresenta carga parasitaria
maior do que 10 larvas /g de fezes e 10 pacientes (37%) apresentaram entre 51-500 larvas/g
de fezes, o que reflete uma elevada carga parasitaria. Pelos resultados observados ao longo de
mais de 10 anos na rotina laboratorial onde este estudo foi conduzido, a carga parasitaria dos
pacientes assintomaticos, portadores da infeccdo por S. stercoralis varia de 1 a 3 larvas por
grama de fezes (dados ndo publicados).

Os métodos de diagndstico parasitologicos para a infeccdo por S. stercoralis sdo
limitados pela intermiténcia da liberacdo das larvas nas fezes, o que torma imprescindivel a
analise de mais de uma amostra em dias alternados, 2*®® levando & necessidade do paciente

comparecer ao laboratério varias vezes, 0 que nem sempre acontece. Alguns estudos
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demostram que a CPA é o método parasitoldgico mais sensivel, chegando a alcancar 97%
quando s&o analisadas trés amostras de fezes. %

Os nossos dados confirmam estes achados, demonstrando 96,4% de sensibilidade da
CPA, quando comparado a outros métodos parasitologicos. Apesar da sua elevada
sensibilidade, a CPA tem sido utilizada apenas em laboratdrios de pesquisas, possivelmente,
por ter um custo elevado, ser mais complexo e requerer maior tempo para liberacdo dos
resultados. Atualmente, o diagnostico da infeccdo por S. stercoralis na rotina laboratorial tem
sido realizado por meio do método Baermann-Moraes, que também apresenta uma elevada
sensibilidade, como foi demosntrado neste estudo (89,3%). No entanto, estes métodos sdo
limitados pela necessidade de analise de amostras frescas e sem conservantes.

Novos metodos vém sendo utilizados para o diagnostico de infeccdo por
enteroparasitos em substituicdo aos métodos classicos como a Sedimentacdo Espontanea e o

25, %557 embora estes métodos tenham

Baermann-Moraes, como TF-Test® e o Copropluse®,
sido pouco avaliados. Nesse estudo foi possivel observar que o TF-Test® e o Coproplus®
apresentaram baixas sensibilidades para o diagnostico da infeccdo por S. stercoralis, 48,1 e
40,7%, respectivamente, sendo pela primeira vez demonstrada a comparacdo com o0
Coproplus®. A baixa sensibilidade destes métodos no diagnostico da infeccdo por S.
stercoralis pode ser explicada pelo uso de solucdo de formalina, o qual mata as larvas
tornando o material inadequado para realizagdo tanto da CPA quanto do Baermann-Moraes,
que requerem a viabilidade das larvas. Gomes (2004) e Carvalho (2016) demonstraram uma
maior sensibilidade do TF-Test® no diagnostico da estrongiloidiase quando comparado aos
métodos convencionais.

Entretanto, estes autores ndo compararam 0 TF-Test® com o BM e com a CPA.
Carvalho (2012) demonstrou que a sensibilidade do TF-Test® e do BM foram similares, 37,5
e 41,7%, respectivamente, o que difere dos resultados encontrados no nosso estudo, em que a
sensibilidade do BM (89,3%) foi cerca de duas vezes maior do que a do TF-Test® (46,4%)
para o diagnostico da infeccdo por S. stercoralis. Essa diferenca de resultados se deu
provavelmente, pelo fato de Carvalho (2012) ter avaliado trés amostras no TF-Test® e apenas
uma amostra nos demais métodos.

A elevacdo da sensibilidade dos métodos parasitoldgicos para o diagndstico da
infeccéio por S. stercoralis pode variar de acordo com a carga parasitaria. ** ®*° Mesmo na
faixa de carga parasitaria de 1 a 10 larvas/g de fezes, a sensibilidade do BM e da CPA foi de
100%, enquanto de ambos TF-Test® e Coproplus® foi de apenas 18,2%, o que demonstra que

estes métodos ndo sdo adequados para o diagnostico da infeccdo por S. stercoralis na rotina
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laboratorial, uma vez que a maioria dos pacientes apresenta uma baixa carga parasitaria.
Mesmo quando foram analisados individuos com uma carga parasitaria elevada, entre 51 e
500 larvas/g de fezes, o Coproplus® e o TF-Test® alcancaram sensibilidades de apenas 55,5 e
77,7%, respectivamente, enquanto que a CPA, o BM e a sedimentacdo espontanea atingiram
sensibilidade 100%.

Com relacdo ao diagndstico de ovos de outros helmintos, os métodos TF-Test® e
Coproplus® também apresentaram menor sensibilidade em relacdo a sedimentacao
espontanea. Das dezoito amostras positivas, apenas 22,2% (4/18) e 11,1% (2/18) foram
diagnosticadas através dos métodos TF-Test® e Coproplus®, respectivamente. Estas
sensibilidades podem estar relacionadas a retencdo de ovos nos detritos fecais presos as
membranas utilizadas nestes kits de diagndstico. Por outro lado Carvalho (2012) e Carvalho
(2016) demonstraram maior sensibilidade do TF-Test® em rela¢do a outros métodos como
sedimentagcdo esponténea, Kato-Katz entre outros, o que difere dos nosssos resultados.
Provavelmente, por Carvalho (2012) ter avaliado trés amostras no TF-Test® e apenas uma
amostra nos demais meétodos.

Quanto ao diagnostico da infeccdo por protozoarios, os métodos TF-Test® e
Coproplus® foram o0s que demonstraram maiores sensibilidades, 62,2 e 43,2%,
respectivamente, quando comparados a sedimentacdo espontanea. Esses resultados estdo de
acordo com resultados anteriores. ?"° No entanto, estudos comparando a sensibilidade destes
métodos aos métodos parasitoldgicos convencionais ainda sdo escassos. O nosso estudo
demonstra que a sensibilidade do TF-Test® foi maior do que a do Coproplus® (p<0,05),
possivelmente pelas diferencas nas metodologias. No TF-Test® as trés amostras séo
analisadas de uma sO vez, o que permite a concentracdo dos parasitos no mesmo sedimento,
facilitando a visualizacdo microscopica, enquanto que no Coproplus® as amostras sdo

analisadas separadamente.
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8. CONCLUSAO
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Neste trabalho foi possivel observar uma elevada frequéncia da infeccdo por S.
stercoralis nos pacientes alcoolistas (20%), possivelmente relacionada aos habitos de vida
destes individuos, que contribuem para maior susceptibilidade a infeccao.

Dentre os métodos parasitologicos utilizados, a cultura em placa de &gar foi o mais
sensivel, sequido do Baermann-Moraes, destacando-se a baixa sensibilidade do TF-Test® e
do Coproplus® para o diagnostico da infeccdo por S. stercoralis. A carga parasitaria
influenciou no aumento da sensibilidade dos métodos TF-Test® e Coproplus®, enquanto que
a CPA e o Baermann-Moraes apresentaram maior sensibilidades, mesmo em amostras com
baixa carga parasitaria.

Em relacdo ao diagndstico da infeccdo por outros helmintos, a sedimentacdo
espontanea foi o0 método mais sensivel, enquanto que para os protozoarios, 0s métodos TF-
Test® e Coproplus® alcangaram maiores sensibilidades quando comparados a sedimentacéo
espontanea.

Diante dos resultados observados neste estudo, tanto o TF-Test® quanto o
Coproplus® ndo devem ser adotados como Unicos métodos para diagnostico parasitolégico de
fezes em laboratdrios de rotina, pois as sensibilidades para o diagndstico da infeccdo por S.
stercoralis sdo muito baixas em infecgdes com carga parasitaria de 1 a 10 larvas por g/fezes.
Outra observacdo importante € que mesmo utilizando trés amostras de fezes o emprego de
mais de um método parasitolégico, para a mesma amostra, € recomendado para elevar a
sensibilidade diagndstica, uma vez que nenhum método sozinho atingiu 100% de
sensibilidade.

Sugere-se para rotina laboratorial no diagnostico parasitoldgico o emprego de pelo
menos trés métodos. Contribuindo, assim, para maior confianca nos resultados e adequado

entendimento da epidemiologia das doencas parasitarias no Brasil.
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ANEXOS



ANEXO A - QUESTIONARIO SOCIOECONOMICO E SANITARIO

UNIVERSIDADE FEDERAL DA BAHIA
FACULDADE DE FARMACIA

Nome: OS:
Data de Nascimento: / / Idade:

Género: () Masculino () Feminino Bairro:

Enderego: Municipio:

- ASPECTOS SOCIOECONOMICOS E SANITARIOS

1. Qual o seu grau de escolaridade?

() Nenhum ( )52a82série () 22grau completo
()12 a42série ( )22grauincompleto () Superior

2. Qual a renda familiar total?
() <1saldrio minimo ()2 saldrios minimos
(

) 3 salarios minimos ()4 saldrios minimos () mais de 4 salarios minimos

3. De onde vem a 4gua para beber e cozinhar?

() Aguaencanada () Tanque ( )Rio ( )Barragem
() Pogo ( )Outro
4., Ferve ou filtra a 4gua antes de beber? () Sim () Nao () Agua mineral

5. Aspectos sanitarios:

Possui rede de esgoto no local onde mora? ( )Sim ( ) Nao
As ruas possuem pavimentagdo?( ) Sim ( ) Nao

Tem banheiro com sanitario? ( )Sim ( )Néo
Tem fossa? ( )Sim ( ) Nao

Tem pia de mdo no banheiro? ( ) Sim ( ) Nao

6. A coleta de lixo é feita de que forma:

() Diariamente () Todo o lixo é coletado () Lixo queimado
() Semanalmente () Lixo acumulado nas ruas () Outros

() N&o existe () Lixo acumulado no quintal

() Lixo desprezado sem sacos ( ) Lixo desprezado em sacos

- ASPECTOS CLINICOS
1. Vocé faz uso de algum medicamento, qual?

( )Néo ()Sim
- Verificar se faz uso de corticoide/ imunossupressor. () Sim ( )Nao
2. Atualmente vocé fuma? ( )Sim () Nao () Ex-fumante

- Se fumante ou ex-fumante, qual o tempo?

3. Vocé costuma fazer uso de bebidas alcodlicas? () Sim () Nao
- Se faz uso crénico, ha quanto tempo?

4. Com que frequéncia vocé geralmente ingere alguma bebida alcodlica?

() Todos os dias () 1-4 vezes/ semana () Finais de semana
() 1-3vezes/ més () Menos que uma vez/ més

( )Menos queumavez/ano ( ) N3o bebe

5. Nos dias em que vocé ingere bebida alcodlica, qual a bebida e em que quantidade vocé geralmente consome por dia?

(uma unidade é igual a uma lata, uma garrafa ou um copo grande)
() Cerveja () Cachacga () Vodka () Outras
Quantidade consumida

6. Vocé ingeriu bebida alcodlica hoje ou ontem? () Sim () Néo

DATA: / / ENTREVISTADOR: Horario da coleta:
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ANEXO B: TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

UNIVERSIDADE FEDERAL DA BAHIA
FACULDADE DE FARMACIA

Departamento de Analises Clinicas e Toxicologicas
3 Laboratorio de Pesquisa em Parasitologia

Tel.: (71) 3283-6950; 3283-6954

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

Instituicdo: Laboratorio de Pesquisa em Parasitologia da Faculdade de Farmacia — Universidade Federal da Bahia — Salvador,
Bahia, Brasil.

Convidamos o (a) Sr (a) para participar da pesquisa “Associacdo entre a infec¢do por Strongyloides stercoralis e a
produgdo de cortisol induzida pelo alcool: diagnéstico da estrongiloidiase e identificagdo de biomarcadores das
alteragdes imunes e metabdlicas”, sob a responsabilidade da pesquisadora DréNeci Matos Soares, a qual pretende realizar o
diagnostico da infecgdo por Strongyloides stercoralis e estudar a associagéo entre esta infeccdo e os niveis de cortisol
induzido pelo uso excessivo de &lcool, além de caracterizar as alteracdes imunes e metabdlicas através de marcadores
bioldgicos.

Sua participagdo € voluntéria e se dard por meio de doacdo de sangue e fezes e pelo preenchimento de um questionario
socioecondmico.Este estudo pode contribuir para melhorar a saide da populacéo, além de Ihe proporcionar uma avaliagdo
mais completa do seu estado de salde. Todos os dados obtidos através desta pesquisa irdo retornar para o senhor (a) em
forma de laudos médicos, o0 que podera auxiliar no seu tratamento. Porém, a sua participacdo pode trazer algum risco ou
desconforto para a sua pessoa, tais como hematomas ou dor na regido de coleta de sangue. Este risco no procedimento de
coleta das amostras serd minimizado através de orientacBes adequadas e profissionais experientes na realizacdo do
procedimento.

Se depois de consentir em sua participacdo o Sr (a) desistir de continuar participando do estudo, tem o direito e a liberdade de
retirar seu consentimento em qualquer fase da pesquisa, seja antes ou depois da coleta dos dados, independente do motivo e
sem nenhum prejuizo a sua pessoa. O (a) Sr (a) ndo tera nenhuma despesa e também nao receberd nenhuma remuneracdo. A
sua identidade sera mantida em sigilo, em conformidade ao principio da confidencialidade. Caso tenha qualquer davida, o (a)
Sr (a) poderéa entrar em contato com o pesquisador no endereco Rua Bardo do Jeremoabo, n° 147, Ondina - Salvador, Bahia -
Brasil, CEP 40.170-115 - telefone (71) 3283-6950 (Laboratério de Pesquisa em Parasitologia da Faculdade de Farméacia—
Universidade Federal da Bahia — LACTFAR/UFBA), ou podera entrar em contato com os Comités de Etica em Pesquisa
(CEP) da Escola de Enfermagem da UFBA (rua Augusto Viana, s/n, sala 435 - Canela - Salvador, Bahia - Brasil - telefone:
(71) 3283-7615) ou das Obras Sociais Irma Dulce (OSID)(Avenida Bonfim, 161 Largo de Roma, Salvador — Bahia, telefone:
(71) 3310-1335).

Consentimento livre e esclarecido (TCLE)

Eu, , fui informado sobre o que o pesquisador quer
fazer e porque precisa da minha colaborag8o e entendi a explicacdo. Por isso, eu concordo em participar do projeto, sabendo
que ndo vou ganhar nada e que posso sair quando quiser. Este documento é emitido em duas vias que serdo ambas assinadas
por mim e pelo pesquisador, ficando uma via com cada um de nos.

Assinatura do voluntario ou seu responsavel legal

Impresséo Datiloscopica

Assinatura do orientador responsével

Assinatura do aluno (a) pesquisador




APENDICE - COMITE DE ETICA

 ESCOLA DE ENFERMAGEM DA
UNIVERSIDADE FEDERAL DA QW"‘
BAHIA

- Continuagao do Parecer: 367.464

As amostras de soros também ser3o utilizadas para pesquisa de IgG, IgE e IgA totais,

determinagoes bloqu1mlcas dosagem de cxtocmas cortisol, marcadores de alteracdes hepatlcas e lipidicas,
através de Kits disponiveis no comercio,

além da atividade da PON determinada indiretamente pelo método colorimétrico da formagao do pnitrofenol,
a partir da utilizagao do paraoxon. A funcionalidade do HDL sera avaliada pela incorporagdo de colesterol
livie e esterificacdo do colesterol. A avaliagdo hematolégica sera realizada através do hemograma, dosagem
de fer}o sérico, ferritina, acido félico e vitamina B12.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario: R

Realizar o diagnostico da infecg@o por Strongyloides stercoralis e estudar a associagéo entre esta infecgéo e
os niveis de cortisol, induzido pelo uso excessivo de alcool, além de caracterizar as alteracdes imunes
metabolicas através de marcadores bioldgicos.

Objetivo Secundario:

- Conhecer a frequéncia da infecgao por S stercoralis .em pacientes alcodlicos atendidos no Centro de
Acolhimentq e Tratamento de Alcoolistas (CATA), pertencente as Obras Sociais Irma Dulce, através do
diagnostico pafasitolégico e imhnolégico;

- Padronizar os ELISAs para detecg&o de anticorpos anti-S. stercoralis utilizando ant_iger'\ds de superficie
excretado/secretado e obtido por digestdo enzimatica de S. venezuelensis e comparar as suas
sensibilidades e especificidades com o ELISA utilizando antigeno bruto;

- Caracterizar as moléculas imunodominantes dos antigenos de superficie de S. venezuelensis através do
Western blotting;-Avaliar a associagéo entre a infecgéo por S. stercoralis e os niveis de cortisol endégeno

em pacientes alcoblicos e néo alcodlicos; -Estudar o perfil das citocinas circulantes (IFN-¢, IL-1B, iL-4. IL-5,
IL-6, TGF-B e IL-10)

nos pacientes portadores da comorbidade infecgéo por S. stercoralis e alcoolismo e nos grupos controles;

- Identificar o perfil Iipidicb, a atividade da paraoxonase, a funcionalidade do'HDL e as alteragdes das
enzimas hepéﬁcas nos.bacientes alcodlicos, infectados ou ndo com S. stercoralis;

- Caracterizar as alteragdes hematoldgicas para diferenciagao da anemia por deficiéncia de ferro, da anemia
megaloblastica nos pacientes infectados por S. stercoralis e por outros helmintos. )2

Enderego: Rua Audusto Viana S/N 3° Andar

Bairro: - Canela 1 CEP: 41.110-080
UF: BA Municipio: SALVADOR }

Telefone: (71)3283-7615 " Fax: (71)3283-7615 . E-mail: cepee.ufba@ufba.br
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