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RESUMO
Este estudo populacional foi realizado em duas localidades endémicas para a
esquistossomose, Tabuas e Estreito de Miralta, pertencentes ao municipio de Montes Claros,
regido norte de Minas Gerais, empregando-se duas técnicas parasitologicas e dois ensaios
moleculares para o diagndstico da esquistossomose mansoni. Uma amostra fecal foi obtida de
todos participantes e examinada utilizando a técnica de Kato-Katz (24 laminas = 1000 mg) ¢ a
técnica do Gradiente Salinico, utilizando duas por¢des de 500 mg, totalizando 1000 mg de
fezes. Além disso, os ensaios de PCR-ELISA e qPCR foram realizados em DNA extraido de
1000 mg de fezes. Os resultados obtidos pelas diferentes técnicas foram analisados
individualmente e comparativamente entre eles. Todos os individuos que apresentaram ovos
de Schistosoma mansoni ou outros helmintos foram tratados com praziquantel ou albendazol,
respectivamente. Para avaliagdo de cura apos o tratamento, amostras de fezes dos individuos
positivos para S. mansoni, foram coletadas 30, 90 ¢ 180 dias apds o tratamento, e examinadas
pelas técnicas parasitologicas e pelos ensaios moleculares. Na localidade de Tabuas, a taxa de
positividade, obtida pelo exame de duas ladminas pela técnica de Kato-Katz, foi de 15,5%
(23/148), pela analise de 24 laminas de Kato-Katz 20,9% (31/148) e a obtida pela técnica do
Gradiente Salinico foi de 29,0% (43/148) (p< 0,05). A prevaléncia obtida pela combinagao
dos resultados das duas técnicas parasitologicas foi de 31,0% (46/148). O ensaio de PCR-
ELISA apresentou taxa de positividade de 25,0% (37/148) e ensaio de qPCR, 30,4% (45/148).
Na localidade Estreito de Miralta, a taxa de positividade obtida pelo exame de duas laminas
pela técnica de Kato-Katz foi de 10,5% (15/142). As técnicas de Kato-Katz (24 laminas) e do
Gradiente Salinico revelaram taxas de positividade de 19,7% (28/142) e 18,3% (26/142) (p=
0,802), respectivamente. A prevaléncia obtida pela combinagdo dos resultados das técnicas
parasitoldgicas foi de 24,6% (35/142). O ensaio de qPCR apresentou taxa de positividade de
18,3% (26/142). Na localidade de Tabuas, as taxas de cura obtidas pelas técnicas
parasitoldgicas Kato-Katz e Gradiente Salinico, 30, 90 ¢ 180 dias apos o tratamento foram
100%, 91,6% e 78,4%, respectivamente. Pelo ensaio de PCR-ELISA as taxas de cura obtidas
foram de 89,7%, 88,8% e 67,5% e pelo ensaio de qPCR, as taxas de cura foram 100%, 83,3%
e 62,1%, nas mesmas etapas de acompanhamento. Na localidade de Estreito de Miralta, as
taxas de cura obtidas pelas técnicas de Kato-Katz e GS foram 93,3%, 96,9% e 96,5% (30, 90
e 180 dias apo6s o tratamento, respectivamente) e pelo ensaio de qPCR foram 93,3%, 93,9% e
96,5% nas mesmas etapas de acompanhamento. Este estudo refor¢a a necessidade de se
combinar técnicas com o objetivo de melhorar a acuracia diagndstica, aumentando a chance
de detectar individuos com carga parasitaria baixa, reduzindo assim a contribui¢ao destes para

a manutencao da transmissao.
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ABSTRACT

This populational study was conducted in two schistosomiasis endemic localities, Tabuas and
Estreito de Miralta, municipality of Montes Claros, Minas Gerais state, using two
parasitological techniques and two molecular assays for the diagnosis of schistosomiasis. One
fecal sample was obtained from all participants and analyzed according to the Kato-Katz
(KK) technique (24 slides = 1000 mg) and by Saline Gradient (SG) technique (using two
portions of 500 mg, totalizing 1000 mg of feces). Moreover, the PCR-ELISA and qPCR
assays were utilized for testing 1000 mg of feces. The results obtained by means of different
techniques were individually analyzed and compared. All individuals who had Schistosoma
mansoni eggs or other helminths were respectively treated with praziquantel or albendazol.
For cure evaluation, samples of feces from individuals treated were collected 30, 90 and 180
days after treatment and examined by parasitological and molecular techniques. In Tabuas
locality, the positivity rate obtained by the analysis of two and 24 KK slides were 15.5%
(23/148) and 20.9% (31/148) respectively, both lower than that obtained by SG technique,
29.0% (43/148) (p< 0.05). The prevalence obtained by the combination of the parasitological
techniques (KK + SG) was 31.0% (46/148). By the PCR-ELISA, the positivity rate was
25.0% (37/148), also lower than that obtained by the qPCR, 30.4% (45/148) (p< 0.05). In
Estreito de Miralta locality, the SG and the qPCR showed the same positivity rate, 18.3%
(26/142) and by the KK technique (24 slides) the positivity was 19.7% (28/142), no statistical
difference was detected (p= 0.802). The prevalence obtained by the parasitological techniques
(KK + SG) was 24.6% (35/142). The cure rates obtained by the KK and SG 30, 90 and 180
days after treatment, in the Tabuas locality, were 100%, 91.6% and 78.4%, respectively. By
the PCR-ELISA assay, the cure rates were 89.7%, 88.8% e 67.5% and by the qPCR assay
were 100%, 83.3% and 62.1% in the same followed-up steps. In Estreito de Miralta, the cure
rates obtained by KK and SG were 93.3%, 96.9% e 96.5% (30, 90 and 180 after treatment,
respectively) and by the qPCR the cure rates were 93.3%, 93.9% e 96.5% in the same
followed-up steps. This study reinforces the need of combining techniques to improve the
diagnosis accuracy, increasing from this way the detection of individuals with low parasite

burden and for the cure assessment, as an important tool for disease transmission control.
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1 INTRODUCAO

A esquistossomose ¢ uma doenca que pode ser causada por seis espécies de
Schistosoma, capazes de infectar o ser humano: S. mansoni, S. guineensis, S. intercalatum, S.
haematobium, S. japonicum e S. mekongi (Davis 2009). S. mansoni é a uUnica espécie
transmitida nas Américas, sendo endémica no Brasil, Venezuela, Suriname e Caribe, onde se
estima que cerca de seis milhdes de pessoas estejam infectadas, sendo a maioria residente no
Brasil, e 25 milhdes sob risco de infeccao (WHO 2005). No Brasil, a doenga tem distribuig¢ao
heterogénea e a transmissao ocorre em uma vasta drea endémica, em 19 estados, existindo
focos isolados no Distrito Federal, nos estados do Para, Piaui, Goids, Rio de Janeiro, Sdo
Paulo, Parand, Santa Catarina ¢ Rio Grande do Sul. Relatos de casos importados de area
endémica sdo registrados em quase todo territério nacional, principalmente em estados

considerados pontos de migracdo como Rondonia (Coura e Amaral, 2004).

Com o surgimento de farmacos seguros e de facil administracdo foi possivel
implementar um programa nacional para combater a doenga e sua morbidade (Amaral et al.
2006). Durante os anos 70, a oxamniquina foi utilizada como farmaco de referéncia no
controle quimioterapico da esquistossomose, sendo, posteriormente, substituido pelo
praziquantel que passou a ser utilizado no tratamento em larga escala. Atualmente, os
programas de controle empregados nas areas endémicas do Brasil se baseiam em quatro
principais agdes: 0 saneamento basico, a educagdo em satde da populagao local, o diagndstico
individual e o tratamento dos individuos positivos para S. mansoni. Sendo assim, é de
fundamental importancia que o diagndstico individual permita a identificacdo segura dos
casos positivos, devendo os métodos diagnosticos empregados apresentarem alta
sensibilidade, os quais devem fornecer ainda a real prevaléncia e serem capazes de identificar,

com precisdo, a cura clinica ap6s intervengoes terapéuticas (Berhe et al. 2004).

Os métodos diagnosticos atualmente disponiveis dividem-se em dois grupos, métodos
diretos e métodos indiretos. Métodos diretos permitem a visualizagdo ou deteccdo do parasito,
através de ovos ou miracidios. Existem controvérsias a respeito da inclusdo da deteccdo de
antigenos circulantes e de material genético do parasito como métodos diretos, mas por outro
lado, também estes ndo se enquadram entre os métodos indiretos. Permanece, portanto, a
dicotomia de classificagdo, e nosso grupo defende que estes métodos sejam classificados
como métodos intermedidrios, pois apesar de detectarem moléculas integrantes do parasito,
existem muitas etapas no processamento dos testes impedindo que o diagnoéstico seja feito de

forma direta. Métodos indiretos demonstram a presenca de anticorpos especificos em
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amostras soroldgicas do hospedeiro (Rabello 1990), traduzem, portanto, a resposta do
hospedeiro frente a infeccdo. Métodos diretos se caracterizam como métodos de certeza
diagnoéstica. Porém, restrigdes na sensibilidade dos métodos diretos disponiveis geram a
ocorréncia de resultados falso-negativos, onde ndo ¢ possivel descartar a hipdtese de infec¢ao
(Chieffi & Kanamura 1978).

A técnica de Kato-Katz ¢ recomendada pela Organizagdo Mundial da Satde (WHO,
1993) para o diagnostico da esquistossomose mansoni, sendo mundialmente utilizada pelo
baixo custo, por quantificar a intensidade de infeccdo e por sua praticidade. Entretanto, esta
técnica tem apresentado algumas limitagdes, especialmente na deteccdo de individuos que
apresentem carga parasitaria baixa. Além disso, possui baixa reprodutibilidade, quando se
examina laminas diferentes do mesmo individuo, apresenta leituras desiguais por
examinadores diferentes e resultados falso-negativos, quando aplicada em amostras de fezes
em fase anterior a ovoposicao (Kongs et al. 2001; Berhe et al. 2004; Gentile et al. 2011).
Outra limitagdo ¢ a necessidade de diferentes amostras do mesmo paciente para que um
resultado mais sensivel seja alcancado, através da analise de multiplas laminas. Para estudos
epidemioldgicos, exames repetidos se tornam pouco praticos e economicamente invidveis
(Enk et al. 2008).

Resultados obtidos pelo nosso grupo demonstraram que a prevaléncia, determinada
por meio da técnica de Kato-Katz, pela andlise de uma ou duas laminas, esta
significativamente subestimada, principalmente em dareas de baixa endemicidade para a
esquistossomose mansoni (Enk et al. 2008; Siqueira et al., 2011). Esta situagdo contribui para
falhas importantes nos programas de controle da doenga (De Vlas & Gryssels 1992).

Consequentemente, nas areas endémicas do Brasil, onde a prevaléncia ¢ baixa
(geralmente menor que 10%) e para o diagndstico de individuos com baixa carga parasitaria,
se faz necessario o uso de metodologias complementares para que o nivel de sensibilidade do
diagnoéstico permita estimar a real prevaléncia (Barreto et al. 1990; Engels et al. 1996; Kongs

et al. 2001; Enk et al. 2008; Siqueira et al. 2011).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar o desempenho de técnicas parasitologicas e moleculares para o diagnéstico da

esquistossomose mansoni e para o controle de cura, em areas de baixa transmissao.

2.2 Objetivos Especificos

e Avaliar as técnicas Kato-Katz, Gradiente Salinico, PCR-ELISA (in house) ¢ qPCR
para o diagnostico da esquistossomose mansoni € quanto ao monitoramento de cura

pos-tratamento, na localidade Tabuas, municipio de Montes Claros, Minas Gerais;

e Avaliar as técnicas Kato-Katz, Gradiente Salinico e qPCR para o diagnostico da
esquistossomose mansoni € quanto ao monitoramento de cura pos-tratamento, na

localidade Estreito de Miralta, municipio de Montes Claros, Minas Gerais;

e Determinar a prevaléncia da esquistossomose mansoni na populacdo de Tabuas e

Estreito de Miralta, considerando faixa etaria, género e localidade;

e Determinar a co-positividade, co-negatividade e concordancia diagnostica entre as

técnicas avaliadas nas diferentes areas de baixa transmissao;

e Determinar a sensibilidade, especificidade e acurdcia diagndstica das técnicas

avaliadas nas diferentes areas de baixa transmissdo em relagao ao Teste Referéncia;
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3 REVISAO DA LITERATURA
3.1 Epidemiologia da doenca

Nos paises onde a esquistossomose ¢ endémica, atividades de controle sdo conduzidas
a fim de se interromper a transmissdo e/ou prevenir formas graves da doencga, ou seja, sdo
realizados o controle da transmissao e o controle da morbidade. Mundialmente, estima-se que
cerca de 240 milhdes de pessoas estejam infectadas (WHO, 2015), enquanto 779 milhdes
estdo sob risco de contrair a doenga (Steinmann et al. 2006) e que 280.000 mortes por ano sao
atribuidas a esquistossomose e as complicagdes decorrentes principalmente de sua fase
cronica (Van der Werf et al. 2003). Em torno de 72% dos individuos com esquistossomose
vivem em 10 paises da Africa (WHO, 2013), enquanto no Brasil tem sido estimado 25
milhdes de pessoas vivendo em dareas endémicas (WHO, 2010). Programas de controle
implementados poucas décadas atras, apresentaram resultados variaveis, com completa
erradicacdo em alguns paises, tais como Japao e atual aumento da prevaléncia em outros,
como em certas areas da China (Zhou et al. 2007).

Apesar da disponibilidade de um tratamento oral em dose Uinica de baixo custo, efetivo
e com pouca toxicidade, somente 33,5 milhdes receberam tratamento em 2010 (WHO, 2013).
A carga parasitaria baixa raramente estd relacionada com morbidade grave. A mortalidade
devido a doenca ¢ baixa (0,1% dos pacientes infectados), em todo o mundo. Dos quais 90%
sdo habitantes da Africa sub-Saariana, onde a carga parasitaria nos pacientes é frequentemente
alta (Barsoum et al. 2013).

O “Global Burden of Disease Study 2010” (GBD 2010) indicou que a
esquistossomose esta como a 100" causa de mortalidade no Brasil, e que as mortes, devido a
esta doenga, abrangem 3,6% do total estimado no mundo todo. S. mansoni, a unica espécie
com transmissdo estabelecida no Brasil, ocorre em 19 estados e é considerada endémica em
nove destes. Areas onde existe a transmissio da esquistossomose sdo geralmente
caracterizadas por condicdes sociais € econdmicas precarias (MS, 2012). Na maioria dos
municipios do Brasil o risco de transmissdo ¢ considerado baixo e a transmissdo poderia ser
interrompida com medidas de controle reforcadas (WHO, 2010).

As atividades de controle no Brasil tém alcancado uma significante redugdo nos
indicadores de morbidade da infecgdo por S. mansoni (Amaral et al., 2006). Dois aspectos
devem ser levados em consideragdo. Apesar do risco de transmissdo ser baixo e a forma grave
da doenca em jovens ser rara, a perda de produtividade devido a forma grave ainda ¢ um
importante fator economico na vida das familias pobres que s3o acometidas pela doenga

(Nascimento & Oliveira, 2013).
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Dentre as acdes dos programas de controle sdo realizados inquéritos
coproparasitologicos, com subsequente tratamento (atualmente com PZQ) dos individuos
positivos na area investigada. Estas atividades sdo registradas no SISPCE (Sistema de
Informacdo do Programa de Controle da Esquistossomose) (MS, 1998). Em areas nao-
endémicas, a notificagdo no SINAN (Sistema de Informacdo de Agravos de Notificagdo) ¢
compulsoria. E recomendado que formas graves da doenga sejam notificadas no SINAN
independente da sua origem (MS, 2009).

No ano de 2010, foi dado inicio o Inquérito Nacional de Prevaléncia da
Esquistossomose ¢ Geohelmintoses no Brasil e até o presente momento a prevaléncia
encontrada para esquistossomose ¢ menor que 1%, cerca de 1,5 milhdo de infectados [Naftale
Katz (2014), dados apresentados em semindrios de pesquisa]. Deve-se ressaltar que o
inquérito foi realizado com o exame de apenas duas laminas pela técnica de Kato-Katz, o que
permite a inferéncia que o resultado final subestima a real prevaléncia da doenga. Seria
necessario, portanto métodos estatisticos para ajustar os valores de prevaléncia mais proximos

da realidade.

3.2 Ciclo bioldgico

O ciclo de vida dos vermes da espécie S. mansoni engloba uma fase sexuada no
homem e uma fase assexuada em caramujos de agua doce do género Biomphalaria. O ciclo
inicia-se quando as fezes contaminadas, de um hospedeiro definitivo, um mamifero, sendo o
mais importante o homem, atingem colec¢des hidricas, contendo o hospedeiro intermediario,
caramujos do género Biomphalaria. Os ovos eliminados juntamente com as fezes podem
sobreviver de 2 a 5 dias em fezes de consisténcia solida e 24 horas em fezes diarreicas. O
contato com a agua promove a dissolu¢do das fezes e liberagdo dos ovos no meio liquido,
provocando a eclosdo e liberagdo das larvas ciliadas, os miracidios. Os miracidios nadam até
encontrarem o caramujo, onde penetram através do tecido do mesmo; a partir desse ponto
inicia-se a reproducdo assexuada, transformam-se em esporocistos primarios € por um
processo de divisao por poliembrionia, em esporocistos secundarios, gerando numerosas
cercarias. As cercarias, liberadas pelos caramujos, nadam até encontrar o hospedeiro, onde
penetram ativamente pela pele. O homem se infecta ao entrar em contato com aguas
contaminadas com estas formas larvais do parasito. A penetracdo da cercéria na pele produz
uma dermatite alérgica no local de entrada, podendo em alguns casos desenvolver um rash
cutaneo. Durante a penetracdo na pele, as cercarias perdem a cauda e transformam-se em

esquistossomulos, os quais sdo transportados através dos vasos sanguineos ou linfaticos para
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o lado direito do coragdo e depois para os pulmdes. Através da circulagdo sistémica atingem
as veias hepaticas, onde se desenvolvem em vermes adultos. Nas veias portais, 0s vermes
adultos se acasalam, migram para veia mesentérica inferior, e a fémea inicia a postura dos
ovos de 4 a 6 semanas apds a penetracdo cercariana. Aproximadamente 50% dos ovos sdo
eliminados nas fezes. O restante fica retido na submucosa intestinal, podendo ser arrastados
para varias partes do corpo. A resposta imune em torno do ovo produz uma reacao
granulomatosa, que ¢ a principal responsavel pela patologia da doenca (Jenkins-Holick &

Kaul, 2013) (Figura 1).

Miracidio
VG ES
Adultos

Cercarias

Figura 1. Ciclo Biologico do Schistosoma mansoni
Fonte: Adaptado de Barsoum et al. 2010
3.3 A doenca

As manifestagdes clinicas da doenga se dividem em fase aguda e fase cronica. A fase
aguda coincide com a invasdo e migragdo de esquistossomulos ¢ vermes adultos pelos tecidos
do hospedeiro humano, seguido pelo inicio da ovoposicao. Durante essa fase a resposta imune
¢ inicialmente inata, seguida, poucos dias depois, por uma resposta imune adaptativa Thl-

dominante.

25



Liliane Maria Vidal Siqueira Tese de Doutorado

A fase cronica da esquistossomose ¢ caracterizada por uma mudanca da resposta
imune predominantemente Th1 pro-inflamatoria para um perfil Th2 modulador gradualmente
apods vdrias semanas, coincidindo com a deposicdo de ovos, como resultado de mediadores
humorais do parasito bem como do hospedeiro. Células inflamatérias sdo gradualmente
eliminadas, sendo substituidas por fibroblastos, podendo ocorrer uma calcificagio dos
granulomas (Barsoum et al. 2013).

Considerando que individuos com cargas parasitarias altas t€m maiores possibilidades
de serem identificados pelo exame parasitologico de fezes e assim tratados, diminuindo a
morbidade, a esquistossomose ¢ uma doenga com uma patologia ligada aos granulomas
produzidos pelos ovos nos tecidos com lesdes de efeito cumulativo. Entretanto, em certos
casos mesmo com cargas parasitarias baixas, pode-se encontrar formas graves da doenga, tal

como a mielorradiculopatia esquistossomotica (formas ectopicas) (Lambertucci et al. 2007).

3.4 Controle

O programa de controle da esquistossomose tipicamente inclui duas abordagens: (a)
controle da morbidade, que objetiva a redu¢do do niimero de formas graves da doenca; (b)
controle da transmissao pela interrup¢do do ciclo evolutivo do parasito (Sarvel et al. 2011).
Este ultimo inclui saneamento basico, abastecimento de dgua potavel, bem como limitagao do
acesso da populagdo a colegdes de dgua com caramujos infectados. Em geral, programas
focados na erradicacdo de espécies de caramujos nao resultam em completa erradicagdao
destes moluscos, esta abordagem ¢ dificil de ser sustentada, pois a repopulagdo das colegdes
hidricas pelos caramujos ocorre muito rapidamente.

Devido a indisponibilidade de uma vacina, o controle da doenga depende
primordialmente da quimioterapia. Segundo McManus & Loukas (2008), a prote¢do contra a
esquistossomose poderia ndo somente reduzir a infeccdo e proteger contra a reinfec¢do, mas
também acelerar a resposta imune em individuos infectados contra a patologia associada ao
granuloma e/ou fecundidade das fémeas. Porém este tipo de intervengao ainda se situa em um
horizonte longinquo e, além disso, dispomos de um medicamento eficaz e seguro que até o
presente momento € nossa principal ferramenta de combate ao parasito.

O Praziquantel (PZQ) ¢é ativo contra todas as espécies de Schistosoma e, ¢
recomendado pela OMS para o tratamento da esquistossomose, tanto em nivel populacional
quanto individual. Tem se tornado o medicamento exclusivo devido ao seu baixo custo e
eficacia contra formas adultas e atividade contra todas as espécies (Liu et al. 2013). Como

parte da estratégia para realizar o tratamento em massa como ocorre nos Programas de
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Quimioterapia Preventiva em paises do exterior, para controle de morbidade causada pela
infec¢do por S. mansoni, a Organizagdo Mundial de Satde recomenda o exame de duas
laminas de Kato-Katz de criangas em idade escolar, para estimar a prevaléncia local e mapear
areas para interven¢ao (WHO, 2006; WHO, 2010). O tratamento em massa ¢ recomendado
para areas de alta prevaléncia (> 50%), enquanto a quimioterapia preventiva ¢ recomendada
para comunidades com prevaléncia moderada (10—49%) (Colley et al. 2013). Adolescentes e
criangas tem sido o alvo destes programas, sendo este o grupo etario com elevada intensidade
de infeccdo. Entretanto, ha certas falhas e criticas a este tipo de intervencdo, tais como
dificuldades logisticas e financeiras e a possibilidade de desenvolvimento de resisténcia ao
medicamento.

Devido a extensdo do programa de controle da doenca no Brasil, tem ocorrido uma
mudanga nas caracteristicas epidemioldgicas da doenca, paradoxalmente com ampliagcdo das
areas de transmissdo, mas com reducdo das taxas de prevaléncia. A interrupcdo da
transmissdo praticamente ndo ocorreu em areas de maior extensdo, embora em pequenos
focos possa ter ocorrido, como por exemplo, em Esteio, no Rio Grande do Sul (Graeftf-

Teixeira et al. 1999).

3.5 Tratamento Especifico e Controle de Cura

A presenca de ovos nas fezes constitui indicag@o clinica fundamental ao tratamento. A
positividade por técnicas imunoldgicas ndo autoriza a instituicdo do tratamento, pelo fato
destas permanecerem positivas mesmo em pacientes curados, pois traduzem apenas a
presenga de anticorpos circulantes, ndo diferenciando entre infec¢do ativa de infec¢do passada
(Cunha, 1992). Os niveis de antigenos circulantes do parasito declinam rapidamente com o
tratamento efetivo, sendo a persisténcia destes antigenos, na auséncia de ovos nas fezes,
indicativo de uma infec¢do unissexuada, sem importancia epidemioldgica na transmissao, mas
que confere imunidade ativa contra re-infec¢des (Barsoum et al. 2013).

A terapia especifica leva a cura em cerca de 80% dos casos de esquistossomose € nos
casos remanescentes nao curados, a intensidade de infeccdo ¢ significativamente reduzida
(King, 2009). O critério de cura parasitologica ¢ a auséncia de ovos nos trés meses
subsequentes ao tratamento, o que indica que os vermes morreram. Ja a presenca de ovos
viaveis nas fezes, indica postura de ovos pelo parasito, podendo ser explicada pela ineficacia
da droga ou pelas reinfecgdes constantes a que estdo expostos os individuos residentes em
areas endémicas. Como a atividade da droga pode causar uma marcada reducdo na carga

parasitaria e uma interrupg¢ao temporaria da postura dos ovos, a técnica de Kato-Katz torna-se
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inadequada para detec¢do da infecgdo nestas situacdes, devido a sua baixa sensibilidade
(Ferrari et al., 2003). A biopsia da mucosa retal pode demonstrar ovos mortos no tecido anos
apods o tratamento efetivo, mas por se tratar de um método invasivo e incomodo, o mesmo

raramente ¢ solicitado por clinicos, caindo, portanto em desuso.

3.6 Diagnostico Laboratorial da Esquistossomose

3.6.1 Métodos parasitolégicos

A demonstragdo direta do parasito — ovo ou miracidio — constitui método de
diagnéstico de certeza. Porém, exames parasitologicos negativos ndo significam
necessariamente que os individuos ndo estejam infectados (Chieffi & Kanamura, 1978). Este
tem sido ainda hoje, um dilema encontrado no diagnostico desta doenga, pois quando se
avalia a prevaléncia por meio de técnicas parasitologicas, pode-se ter uma ideia falsa da
realidade, principalmente em 4reas de baixa endemicidade, onde a maioria dos individuos sao
portadores de baixa carga parasitaria. Nessas dreas, observa-se uma subestimagdo da
prevaléncia real, com importantes consequéncias para o controle (De Vlas & Gryssels, 1992;
Enk et al., 2008).

No diagnostico pela biopsia retal, fragmentos sdo retirados da mucosa retal para
deteccdo de ovos de S. mansoni, neste tecido. A quantificagdo de ovos por grama de tecido
examinado recebe o nome de oograma. Esta técnica permite a avaliacdo da intensidade de
infeccdo e ¢ utilizada quando repetidos exames de fezes resultam negativos ou na avaliacao de
eficiéncia terapéutica. E uma técnica que exige a coleta de amostra por meio de um
procedimento invasivo e bastante incomodo, realizado em ambiente hospitalar com pessoal
especializado (Ferrari et al., 2003). Por isso, apesar de apresentar uma sensibilidade
consideravel, ¢ totalmente invidvel para trabalhos epidemiolégicos.

A pesquisa de ovos em amostras de fezes tem diversas vantagens, dentre elas o baixo
custo, a possibilidade de ser executada em laboratorios com infraestrutura basica, sendo o
microscopio o equipamento mais sofisticado (Rabello, 1997).

As técnicas parasitologicas de fezes sdo divididas em qualitativas e quantitativas. As
técnicas qualitativas detectam somente a presenca de ovos do parasito nas fezes. A técnica de
Lutz (1919), aperfeicoada por Hoffmann, Pons e Janner (1934), também conhecida como
Técnica da Sedimentacdo Espontinea, ou HPJ, ¢ uma técnica qualitativa comumente aplicada
na rotina laboratorial ou inquéritos coproparasitologicos, visto que possui baixa complexidade

e baixo custo na execucdo. A técnica foi originalmente utilizada por Hoffmann e cols. no
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diagnéstico da esquistossomose, mas atualmente tem sido amplamente utilizado no
diagnostico de outras helmintoses.

As técnicas quantitativas além de detectar a presenga do S. mansoni, determinam o
nimero de ovos ou miracidios presentes por grama de fezes. A técnica de Kato-Katz (Katz et
al., 1972) e as técnicas de Eclosdo de miracidios (Zicker et al., 1977; Jurberg et al., 2008),
Gradiente Salinico (Coelho et al., 2009) e Helmintex (Teixeira et al., 2007) sdo consideradas
quantitativas. Com excecdo da técnica de Kato-Katz, as demais estdo em processo de

validacao.

3.6.1.1 Técnica de Kato-Katz

A técnica de Kato & Miura (1954), tornou-se internacionalmente conhecida em 1966 e
foi posteriormente modificada por Katz et al., 1972. Estes autores modificaram o método
original simplificando a realizacdo da técnica quantitativa, pela substituicdo da pesagem das
fezes com balanga por um cartdo com um orificio central de 6 mm de didmetro, definindo a
quantidade de fezes a ser examinada (cerca de 42 mg). As laminas confeccionadas podem ser
mantidas em temperatura ambiente por varios meses, apds a preparacao, sem prejuizo dos
resultados. Esta técnica ¢ amplamente utilizada principalmente por seu baixo custo
operacional e sua praticidade em situagdes de infraestrutura laboratorial precaria (Rabello,
1997). Entretanto, em individuos com baixa carga parasitaria, situacoes de baixa prevaléncia e
apds o tratamento especifico, esta se torna menos sensivel (Lin et al., 2008; Zhang et al.,
2009; Ferrari et al., 2003; Enk et al., 2008).

As causas da baixa sensibilidade do diagnostico coproscopico estdo relacionadas em
parte com a biologia do parasito e em parte com o hospedeiro. O parasito apresenta uma
ovoposicao de cerca 400 ovos/dia, dos quais somente metade ¢ eliminada nas fezes, e o
hospedeiro apresenta uma variagao didria na eliminagao dos ovos nas fezes. Considerando que
a média de excre¢do fecal de um adulto ¢ cerca de 200 g de fezes por dia, na menor carga
parasitaria possivel, isto ¢, um casal de vermes, seria eliminado um ovo por grama de fezes.
Como a técnica de Kato-Katz examina 41,7 mg de fezes, na situagdo mencionada a
probabilidade de se detectar esta infeccao seria de aproximadamente 1 em 24.

Estas limitagdes podem ser compensadas em parte com a utilizagdo de maior
quantidade do material a ser examinado (aumento do numero de laminas) ou coleta de mais
de uma amostra por pessoa, dentro de pequenos intervalos de tempo. Entretanto, a coleta de
varias amostras por pessoa pode aumentar consideravelmente os custos operacionais e

dificultar a logistica nos programas de controle (Teles et al., 2003, Enk et al., 2008).
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A técnica de Kato-Katz apresenta outras limitagdes, dentre elas a impossibilidade de
execu¢dao em amostras diarreicas, ndo detectar cistos de protozodrios e larvas de helmintos,
baixa reprodutibilidade entre amostras e entre laminas diferentes de uma mesma amostra e
entre leituras de examinadores diferentes (Kongs et al., 2001). Quando aplicada em uma tnica
amostra de fezes, esta técnica ¢ mais adequada para o controle de morbidade, mas menos

adequada para o controle da transmissao (Engels et al., 1996).

3.6.1.2 Técnica do Gradiente Salinico

A técnica do Gradiente Salinico foi criada com o objetivo de desenvolver uma
ferramenta simples e sensivel para o diagnostico da esquistossomose no campo.

O principio desta técnica se baseia na propriedade dos ovos de S. mansoni
sedimentarem em gradiente de concentragcdo de solucdo de cloreto de sddio (solugdo salina).
Dessa forma, uma quantidade (500 mg) de fezes ¢ colocada sob um fluxo continuo de soluc¢ao
salina a 3%, promovendo a suspensdo e a retirada de detritos de baixa densidade da amostra
fecal que esta diluida em solucdo salina a 0,9% (este material menos denso corresponde a
mais de 90% do total). Os ovos de S. mansoni possuem alta densidade e permanecem na
superficie de uma placa porosa. O sedimento obtido ¢ analisado ao microscopio optico.

Trata-se de uma técnica de baixo custo, de execucdo facil e rapida e que traz como
grande vantagem, redu¢do no numero final de laminas a serem examinadas e como
consequéncia, reducdo do tempo de anélise a0 microscopio. Além disso, os ovos sdo mantidos
com sua morfologia intacta e facilmente identificados, ao contrdrio do que ocorre com a
técnica de Kato-Katz, que preserva apenas o contorno externo dos ovos.

Resultados preliminares demonstraram que esta técnica, examinando-se 500 mg de
fezes, apresentou maior sensibilidade que 12 laminas de Kato-Katz (12 x 41,7 mg ~ 500 mg)

de uma Unica amostra fecal (Coelho et al. 2009).

3.6.2 Métodos imunolégicos

Métodos imunoldgicos podem ser igualmente ferramentas valiosas na triagem de
individuos positivos para a infecgdo por S. mansoni em inquéritos epidemioldgicos (Turner et
al. 2004; Gongalves et al. 2006; Oliveira et al. 2008; Jin et al. 2010). Estas técnicas podem
apresentar elevada sensibilidade, o que estimula sua utilizagdo ndo somente para o diagnodstico
de individuos de areas endémicas, mas também de turistas que retornam infectados para suas
cidades, muitas vezes com altas cargas parasitarias (Doenhoff, Chiodini & Hamilton 2004) e

que poderiam ser diagnosticados antes mesmo da postura de ovos.
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Os ensaios para deteccdo de anticorpos e antigenos sdo estratégias promissoras
complementares ao tradicional exame parasitolégico. Embora eles sejam ensaios auxiliares,
que podem ser usados para determinar resposta terapéutica e persisténcia da infec¢do, ndo sdao
usados frequentemente em inquéritos populacionais devido ao fato de infraestrutura
laboratorial ser requerida e a maioria dos testes estarem em processo de validagdo. Além
disso, ensaios para detec¢ao de anticorpos frequentemente nao distinguem entre infecgdo ativa
de infeccdo passada e ainda podem apresentar reacdo cruzada com outros helmintos. Quando
estes ensaios sdo usados em areas de baixa endemicidade, estratégias diagnosticas devem ser
combinadas a fim de se obter uma melhor estimativa da taxa de infec¢do por Schistosoma spp.
em populagdes em risco e para se avaliar a efetividade de medidas interventivas tal como o
tratamento especifico (Cavalcanti et al., 2013). Kanamura et al. (1998) relatam que a
introdu¢do de métodos soroldgicos em estudos epidemioldgicos, identificaria origens de
infeccdo potencial, podendo contribuir para a redugdo da transmissao residual.

Dentre os testes imunoldgicos comercialmente disponiveis podem ser encontrados kits
de ELISA e kits de reacdo hemaglutinacdo indireta para deteccdo de anticorpos anti-S.
mansoni. Recentemente, o teste POC-CCA"™ (Point-of-Care) para detecgio de antigeno
catodico circulante em amostras de urina (Rapid Medical Diagnostics, Pretoria, Africa do Sul)
foi avaliado e mostrou melhor sensibilidade que a técnica de Kato-Katz (Colley et al., 2013),
entretanto, estudos multicéntricos de avaliagdo do desempenho deste teste ainda sdo
necessarios, especialmente em paises com baixa endemicidade da doenga.

Uma das dificuldades no desenvolvimento destes testes ¢ a escolha de antigenos
apropriados (Rabello et al. 2008). Resultados obtidos por nosso grupo comprovaram a
superioridade de antigenos purificados em comparacao aos antigenos brutos provenientes de
vermes adultos (SWAP) ou de ovos (SEA) (Grenfell et al. 2013), uma vez que o uso de
antigenos altamente purificados reduz a ocorréncia de rea¢des cruzadas com outros helmintos.
O CCA (Circulanting Cathodic Antigen) ¢ um dos antigenos excretados/secretados pelo S.
mansoni diretamente na circulagdo sanguinea do hospedeiro e serve como excelente
marcador, uma vez que seus niveis se correlacionam diretamente com o nimero de vermes
vivos no hospedeiro e estdo presentes somente em infecgdes ativas, inclusive com vermes
imaturos (Deelder et al. 1976; 1994; Polman et al. 1998). Entretanto, em situacdes de baixa
intensidade de infec¢do, a maioria dos testes positivos ficam proximos do cut-off (ponto de
corte), o que ¢ uma desvantagem para sua aplicacdo em estudos epidemiologicos. Assim, a
pesquisa de antigenos circulantes em areas de baixa endemicidade deveria ser uma estratégia

complementar e ndo um substituto ao exame parasitologico de fezes (Allam, 2012).
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3.6.3 Métodos moleculares

A reagdo em cadeia da polimerase (PCR), desde o seu surgimento em 1985 (Saiki et
al. 1985), tornou-se uma nova ferramenta a ser considerada para o diagnostico de doengas
infecciosas e parasitarias. A técnica permite a amplificagdo de sequéncias de DNA ou RNA
do agente infeccioso, copiando-as em larga escala e de maneira bastante especifica. A sua
importancia se faz sentir principalmente em infec¢des leves, nas quais uma técnica
extremamente sensivel é necessaria para o diagndstico preciso.

A PCR baseada na amplificagdo de sequéncias altamente repetitivas para deteccao da
infecgdo por S. mansoni em caramujos (Hamburger et al., 1991) foi adaptada para o
diagnostico da esquistossomose em fezes humanas por Pontes et al. (2002). No referido
trabalho a técnica foi padronizada e avaliada em areas endémicas, sendo capaz de detectar 1
fg do DNA de S. mansoni. Reagdes de PCR ja foram descritas por varios autores como
ferramentas diagnosticas (Pontes et al. 2003; Gomes et al. 2006; Oliveira et al., 2010). Todas
se mostraram eficientes na identificacdo dos casos positivos, mesmo em individuos portadores
de baixa carga parasitaria, ¢ no correto diagndstico dos casos negativos. Foram relatados pelos
autores niveis de sensibilidade proximos a 90% e niveis de especificidade proximos a 100%.
Hussein et al. (2012) identificaram DNA do parasito no soro de camundongos com apenas 3
dias de infec¢do, demonstrando que a PCR pode ser também aplicada para o diagndstico
precoce na fase pré-patente da infec¢do. Entretanto, Pontes et al. (2003) e Espirito-Santo et
al. (2014) observaram uma sensibilidade mais baixa da PCR, realizada em soro humano,
quando comparada a PCR realizada nas fezes, para a detec¢do de S. mansoni, utilizando a

técnica de Kato-Katz como referéncia.

3.6.3.1 PCR-ELISA

Uma modificagdo na metodologia de deteccao dos produtos amplificados pela PCR foi
proposta para a deteccdo de DNA do parasito em amostras fecais, como uma alternativa ao
diagnostico de pacientes com baixa carga, denominada PCR-ELISA (Gomes et al. 2010). Esse
sistema envolve a amplificacdo de uma regido especifica do DNA e a detec¢do do produto
amplificado na PCR por um ensaio imunoenzimatico de ponto final. Gomes et al. (2010)
acharam 30% de positividade para infec¢@o por S. mansoni pelo PCR-ELISA e somente 18%
pelo exame parasitologico de fezes em uma populagdo residente em area endémica do Brasil.
Ainda, a especificidade desse ensaio foi demonstrada pela auséncia da amplificagdo de DNA

de outros helmintos (Ascaris lumbricoides, Ancylostoma duodenale, Necator americanus,
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Taenia solium e Trichuris trichiura), que comumente infectam individuos residentes em areas

endémicas.

Dentre as principais vantagens do PCR-ELISA, estd o fato de ser um ensaio semi-
quantitativo com potencial para estimar a carga parasitaria, que proporciona a detec¢do e
interpretacdo objetiva dos resultados e permite o processamento de um maior numero de
amostras, em relagdo & eletroforese em gel de poliacrilamida. E indicado para aplicagdo em
areas de baixa endemicidade, onde a maioria dos individuos apresenta baixa carga parasitaria,
fato que restringe o uso da técnica de Kato-Katz, por apresentar sensibilidade limitada nessas
situacdes. Desvantagens como a inibi¢do da amplificagdo e ocorréncia de contaminacdo foi
monitorada pela inclusdo de controle interno e controles negativos (ndo contendo DNA
extraido) por cada dia de reagdao. Futuramente, esse ensaio podera ser aplicado na avaliacao de
vacinas, de novas drogas terapéuticas e de focos de transmissao, bem como no monitoramento

de cura apo6s o tratamento especifico.

3.6.3.2 PCR em Tempo Real quantitativa— qPCR

A técnica de PCR em Tempo Real quantitativa (QPCR) € uma tecnologia de exceléncia
no campo do diagnostico molecular, devido sua capacidade de simultaneamente detectar e
mensurar quantidades minimas de 4cidos nucleicos em uma gama de amostras das mais
variadas origens. A robustez da técnica, associada a rapidez de execugdo, sensibilidade e
especificidade obtidas em um ensaio, tornou-a uma ferramenta chave para a quantificagao de
acidos nucleicos (Bustin et al. 2009).

Em estudo realizado por ten Hove et al. (2008) foi observado 100% de sensibilidade
da qPCR para detecg¢ao de S. mansoni em individuos apresentando carga parasitaria maior que
100 opg utilizando amostras de fezes, ¢ uma associacao significante foi demonstrada entre
excregdo de ovos e o valor de Ct (Cycle threshold ou ciclo limite), representando a quantidade
de DNA do parasito nas fezes. Segundo este mesmo autor, discrepancias entre a microscopia
e a técnica de qPCR sdo observadas em amostras com reduzida contagem de ovos nas fezes
ou baixa concentragao de DNA do parasito.

Um ensaio de qPCR para detecgdo e quantificagio do DNA de Schistosoma mansoni
em amostras de fezes foi desenvolvido pelo grupo do Laboratério de Pesquisas Clinicas do
CPgRR e, avaliado como ferramenta potencial para o diagndstico da esquistossomose
mansoni. Iniciadores e sondas foram desenhados tendo como alvo o fragmento de 110 pb
encontrado numa sequéncia altamente repetitiva de 121 pb do genoma de S. mansoni e o gene
da B-actina humano foi utilizado como controle interno da rea¢do. O ensaio desenvolvido

trata-se, portanto de um ensaio de qPCR multiplex (manuscrito em preparagao).
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4 JUSTIFICATIVA

Atualmente, o diagnodstico da esquistossomose tem sido realizado por técnicas
parasitologicas diretas, as quais apresentam diversas vantagens, dentre elas o baixo custo, a
possibilidade de serem executadas em laboratérios com infraestrutura basica e de ndo
apresentar resultados falsos positivos. Entretanto, uma significante reducao da sensibilidade ¢
observada quando aplicada em individuos residentes em éareas de baixa endemicidade, o que
compromete a estimativa da prevaléncia real da doenca. Essas limitacdes podem ser
compensadas em parte com a utilizagdo de maior volume do material fecal a ser examinado
ou coleta de mais de uma amostra por pessoa, dentro de pequenos intervalos de tempo. A
coleta de varias amostras por pessoa aumenta consideravelmente os custos operacionais e
dificulta a logistica do processo (Teles et al., 2003). Pesquisas visando o aprimoramento da
metodologia em uso, em fase de validagcdo ou em desenvolvimento, se tornam vitais frente a
sensibilidade limitada das técnicas parasitologicas devido a baixas cargas parasitarias.

Para o controle da esquistossomose mansoni em areas endémicas ou em pequenos
grupos populacionais, a prevaléncia estimada da infeccdo, o tamanho populacional, a
disponibilidade de infraestrutura e recursos humanos e métodos diagndsticos com
caracteristicas intrinsecas, como sensibilidade e especificidade, pesam tanto na escolha do
método como seu custo financeiro. Esperamos obter, com a avaliacdo das técnicas
diagndsticas propostas neste estudo, o potencial para aplicagdo de cada uma em programas de
controle da doenca.

Com base no conceito de que, antes que um método seja aceito como de escolha para
uma acdo diagnostica, ele primeiramente deve ser submetido a validagdo, esperamos
promover com este trabalho a satisfatéria avaliagdo de cada um dos novos e promissores
métodos desenvolvidos. Métodos simples podem se mostrar suficientes para o controle da
morbidade e de transmissdo, especialmente importante em areas e focos endémicos. A
utilizacdo de um exame mais sensivel representa o meio mais eficaz de diagnosticar
individuos com baixa carga parasitaria (realidade atual em nosso pais) e que por isso sdo de
dificil diagnostico. A procura de técnicas mais sensiveis, mais especificas e de baixo custo
deve ser uma meta fundamental das instituigdes publicas ligadas a satde, que tém como

missado apresentar ferramentas para auxiliar no controle e erradicagdao de doengas endémicas.
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5 CONSIDERACOES ETICAS

Este projeto foi aprovado como continuidade de um projeto ja aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa com Seres Humanos (CEPSH 03/2008). Os objetivos do estudo foram
apresentados e explicados a todos os participantes, e os termos de consentimento livre e

esclarecido (TCLE) foram individualmente assinados e armazenados.
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6 POPULACAQO, MATERIAL E METODOS
6.1 Fluxograma da Conducio do Estudo
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Figura 2. Diagrama de Pert do estudo
6.2 Area de estudo

O estudo foi realizado nas localidades Tabuas (no periodo de 2012 a 2013) e Estreito
de Miralta (no periodo de 2013 a 2014), regido endémica para esquistossomose na zona rural
do municipio de Montes Claros, norte do estado de Minas Gerais, situadas a
aproximadamente 500 km de Belo Horizonte. A principal atividade exercida pela populagao
destas areas esté ligada a agricultura e pecudria.

Estas areas foram escolhidas pelo perfil da populacdo, que ndo havia sido tratada para
esquistossomose nos ultimos dois anos e pelo baixo indice de migragdo (populacao residente
fixa). A prevaléncia encontrada na localidade de Tabuas em 2010 foi 29,11% examinando-se
duas laminas de Kato-Katz por amostra, sendo a populacdo trabalhada de 83 residentes do
povoado, segundo registros do Centro de Controle de Zoonoses/Montes Claros. A localidade
de Estreito ndo possuia dados de prevaléncia prévios, foi escolhida pelos mesmos critérios
anteriores e pela sua proximidade com a localidade Tabuas. Estas localidades rurais sdo ainda
subdivididas em comunidade sede e adjacente. Tabuas (sede) e Ribeirdo de Tabuas
(comunidade adjacente). Estreito de Miralta (sede) e Serra Verde (adjacente). Esta divisao foi

feita a fim de se avaliar o perfil epidemiologico destes individuos segundo a procedéncia.
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6.3 Populacio de Estudo

Critérios de Inclusdo: foram incluidos no estudo os moradores das localidades acima

mencionadas, com idade superior a 0l ano, de ambos os sexos, que concordaram em
participar do projeto e que assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido. No caso
dos individuos menores de idade, a autorizacdo para a participacdo na pesquisa foi obtida, dos
pais ou dos responsaveis pelas criangas.

Critérios de Exclusdo: foram excluidos do estudo os individuos que ndo residiam nas

localidades supracitadas, os menores de 01 ano de idade e aqueles que ndo concordaram em

participar da pesquisa.

6.4 Coleta de amostras

Foram coletadas amostras de fezes na ocasido do inquérito epidemioldgico inicial e no
monitoramento de cura 30, 90 e 180 dias apds o tratamento. Amostras de sangue e urina

foram também coletadas para posterior realizacao de testes ndo contemplados neste estudo.

6.5 Diagnostico Laboratorial

A amostra de fezes fornecida pelos participantes do estudo foi examinada pelas
técnicas parasitologicas de Kato-Katz e do Gradiente Salinico nas duas localidades
trabalhadas. Na localidade Tabuas, os ensaios moleculares PCR-ELISA e qPCR foram
aplicados nesta amostra fecal e na localidade de Estreito de Miralta, além das técnicas

parasitoldgicas, apenas o ensaio de qPCR foi realizado.

6.5.1 Técnica de Kato-Katz (Katz et al., 1972)

Esta técnica foi realizada utilizando o Helm-Test”, produzido por
Biomanguinhos/FIOCRUZ. A tela de nylon (com abertura de 150 pm) contida no kit foi
colocada sobre as fezes, pressionando-as com o auxilio de uma espatula. Em seguida, as fezes
filtradas foram transferidas para o orificio do cartdo posicionado sobre uma lamina. Apos
preencher completamente o orificio, o cartdo foi retirado deixando as fezes sobre a ldmina de
vidro. As fezes foram cobertas com laminula de celofane semipermedvel, previamente
embebida em solu¢do de verde-malaquita, ¢ a lamina foi invertida e pressionada contra o
papel para a formac¢ao de uma camada delgada entre lamina e laminula. Essas preparagdes
podem ser examinadas apds duas horas ou até trés meses, se devidamente acondicionadas,

sem prejuizo dos resultados.
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Para a execucdo da técnica de Kato-Katz, foram preparadas 24 laminas da primeira
amostra de cada individuo participante do estudo. Estas ldminas foram confeccionadas na area
de estudo pelos técnicos do Centro de Controle de Zoonoses de Montes Claros/MG e enviadas
ao Laboratdrio de Esquistossomose do CPqRR-FIOCRUZ, onde foram examinadas por meio
de microscopio Optico, usando objetiva de 10x. Em média para confec¢do das 24 laminas de
Kato-Katz, o tempo gasto foi de 30 min por amostra. Para leitura microscépica, o tempo gasto

em média foi de 50 minutos, realizada por um técnico experiente e treinado.

6.5.2 Técnica do Gradiente Salinico (Coelho et al., 2009)

As fezes foram filtradas em tela de nylon (Tegape, Sdo Paulo, Brasil) apropriada com
abertura de 150 um e a quantificagdo do material foi realizada utilizando placa quantificadora
de ago inox com orificio central com capacidade para 500 mg. Cada por¢do de 500 mg foi
homogeneizada com 3 mL de solucdo salina a 0,85% e vertida na coluna de separacao (g). Em
seguida, um fluxo continuo do sistema de gotejamento foi aberto (e) para que ocorresse a
passagem da solucdo salina a 3% presente no reservatorio principal (d) pela pastilha porosa
presente na coluna. Esse fluxo continuo (12 gotas por minuto) promove a suspensido dos
detritos leves e seu posterior descarte (i). A placa porosa evita o turbilhonamento da
suspensao (h) (Figura 3).

Os ovos de S. mansoni, por possuirem a propriedade de sedimentarem mesmo em
solugdo salina altamente concentrada permanecem no fundo da coluna na superficie da placa
porosa (Coelho et al., 2009). Apos cerca de 20 minutos verifica-se a clarificagdo da suspensao
e nitida separacdo do sedimento, o sistema foi fechado e todo material remanescente
transferido para um tubo Falcon®™ (15 mL) ¢ a este foi adicionada solugdo de formaldeido a
20% em proporg¢do igual ao volume da suspensdo (solugdo final formaldeido a 10%), para
conservagao do material até o momento da leitura microscopica. As laminas foram preparadas
com uma gota do sedimento e uma gota de solu¢do salina e aposi¢do de laminula de vidro. A
leitura foi realizada de forma quantitativa, ou seja, todo o material foi examinado. Em média
para execugdo de 12 colunas simultaneamente, o tempo gasto foi de 40 min. Para leitura
microscopica, o nimero de laminas médio foi de 10 laminas e o tempo gasto em média foi de

50 minutos, realizada por um técnico experiente e treinado.
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Figura 3. Aparelho da técnica do Gradiente Salinico

Fonte: Coelho et al., 2009 e do arquivo da autora
6.5.3 Método Molecular

6.5.3.1 Ensaio de PCR-ELISA

Esse ensaio foi realizado de acordo com a metodologia desenvolvida no Laboratorio
de Pesquisas Clinicas — CPqRR, chamado PCR-ELISA in house (Gomes et al., manuscrito em
preparacdo). A quantidade de 1000 mg (2 porcdes de 500 mg) de amostra fecal foi mantida
congelada (-20°C) até o momento de uso. O DNA das amostras fecais foi extraido usando o
Kit comercial QIAamp DNA Stool Mini Kit (Qiagen GmbH, Hilden, Germany), de acordo
com as recomendacdes do fabricante e seguindo os protocolos ‘‘DNA Isolation from Large
Amounts of Stool’” e “‘Isolation of DNA from Stool for Pathogen Detection’’.

Na reagdo de PCR foram usados iniciadores senso marcado com biotina na
extremidade 5°(5’-GATCTGAATCCGACCAACCG-3’) e o anti-senso ndo marcado (5’-
ATATTAACGCCCACGCTCTC-3"), que amplificam um fragmento de 110 pb (Pontes et al.
2003) de uma sequéncia altamente repetitiva de 121 bp de S. mansoni (GenBank, niimero de
acesso M61098) descrita por Hamburger et al. 1991, que compreende cerca de 10% do
genoma do parasito. A reacdo de amplificacdo seguiu protocolo descrito por Gomes et al.,
2010 e foi preparada para um volume final de 20 pL, contendo 2 pL de tampao da enzima
GeneAmp 1X PCR Gold (Tris-HCI 150 mM, pH 8.0, KCI 500 mM), 2.0 U de AmpliTaq
Gold® (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA), 0,1 ug/uL de BSA (Sigma, St. Louis,
MO, EUA), 0,5 mM de cada primer, 1,5 mM de MgCl, ¢ 0,2mM de dNTPs (Promega,
Madison, WI, EUA) e 2 pL de amostra de DNA (diluida 5 vezes) em cada tubo. A
amplificagdo foi conduzida em termociclador (Eppendorf, Hamburg, Germany) programado
com os seguintes ciclos: 15 ciclos a 95°C por 1 min, 63°C por 1 min e 72°C por 30s, 12 ciclos
a 80°C por 1 min, 63°C por 1 min e 72°C por 30 s, 7 ciclos a 80°C por 1 min, 65°C por 1 min
e 72°C por 30s e uma etapa final de elongacao a 72°C por 7 min (Figura 4).
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Figura 4. Etapas da Amplificagdo / PCR-ELISA. Fonte: Esquema gentilmente cedido pela

Dra. Luciana Inacia Gomes.

- Controle Interno da Reacdo (B-actina): A reagdo de amplificagdo de uma sequéncia de 120
pb do gene humano ACTB codificador para B-actina foi realizada como controle interno da
extracdo de DNA e amplificacdo. A reagdo foi preparada para um volume final de 20 pL,
contendo 2 pL de amostra de DNA diluida em 4gua na proporcdo 1:3, 2 unidades de
AmpliTaq Gold DNA Polymerase (Applied Biosystems, New Jersey, Estados Unidos), 1X
PCR Buffer (Tris-HCl 150 mM , pH 8.0, KCI 500 mM), iniciador senso Acol: (5°-
ACCTCATGAAGATCCTCACC-3’) marcado com biotina na extremidade 5’ e anti-senso
Aco2: (5-CCATCTCTTGCTCGAAGTCC-3’) (Musso et al., 1996) a 0,5mM cada, 2,0 mM
MgCl,, 0,2 mM dNTPs (Promega, Madison, WI, EUA) e BSA 0,1 pg/uL. A amplificagdo foi
conduzida a incubacdo inicial de 95°C por 12 min. e posteriormente a 35 ciclos: 95°C por 20
seg., 60°C por 30 seg. e 72°C por 1 min. Uma etapa final de elongagao a 72°C por 7 min. foi

incluida. Em cada ensaio foi incluido um controle da PCR (mix da PCR sem o DNA).

- Revelagdo do Ensaio: Os produtos da amplificagdo foram revelados em microplacas de
poliestireno MaxiSorp® (ThermoScientific Nunc, Vernon Hills, IL, EUA) sensibilizadas com
estreptoavidina (Streptoavidin from Streptomyces avidinii, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
EUA), na concentragdo de 5 pg/mL seguindo o protocolo “PCR-ELISA in-house”. As placas
foram incubadas em camara imida a 37°C por uma hora e seguindo por outra incubagdo em
geladeira (2 a 8°C) overnight. Apos este periodo, os orificios foram lavados quatro vezes com
400 pL de Tampao Salina-Fosfato contendo Tween 0,05% (TSF-T) e incubados com 200 pL
de solucao TSF-T, contendo 3% de soro albumina bovina (BSA) a 37°C, por duas horas. Apos

bloqueio das placas, as amostras foram diluidas 1:20 em TSF e 100 pL foram aplicados, em
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duplicatas, nos orificios da microplaca, que foi incubada por 30 min em camara imida a 37°C.
As microplacas foram lavadas trés vezes com 300 uL de TSF T-0,05% e adicionados 100 pL
de solu¢do de desnaturacdo (NaOH 0,1 M), incubando por 10 min em camara umida. Em
seguida, as microplacas foram lavadas uma vez com 300 pL/orificio de NaOH 0,1 M e trés
vezes com Tris-HClI 0,1 M e foram adicionados 200 puL da sonda (FAM-5’-
TGGTTTCGGAGATACAACGA-3’) diluida na concentragdo 0,4 pM em tampao de
hibridizagdo, incubando-se por 60 min em camara Umida a 37°C. Apds esta etapa, as
microplacas foram lavadas trés vezes com solugdo SSC 6X (NaCl 0,9M e citrato de sdédio
0,09M) e duas vezes com a solugdo SSC 3X (NaCl 0,45M e citrato de sodio 0,045M)
acrescida de 0,1% SDS e foram adicionados 150 pL de solucdo de BSA 1% em TSF,
incubando em camara imida a 37° C por 30 min. Em seguida, foram acrescentados 150 pL de
conjugado anti-fluoresceina marcado com peroxidase na diluicdo 1:5000 (Invitrogen, CA,
EUA) e as microplacas foram incubadas por 60 min em cidmara umida a 37°C. Apos a
incubacdo, as microplacas foram lavadas quatro vezes com 300 pL de TSF T-0,05% / orificio,
e foram adicionados 100 pL/orificio de solu¢do substrato-cromégeno TMB (3,3°,5,5°-
tetrametilbenzidina, Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EUA) e as microplacas foram
incubadas por 5 min a temperatura ambiente sob abrigo da luz. A reagdo foi interrompida com
a adicao de 50 pL de solugdo de acido sulfurico 3N e a leitura realizada em espectrofotometro

a 450 nm (Modelo 550, Bio-Rad Laboratories, Tokyo, JA) (Figura 5).

| Extragao de DNA . .,

Iniciador senso biotinilado

9 3
[ —
e - in — o — o —» .
Produto da PCR Imobilizacdo em Desnaturagio Hibridizacio com sonda Imunoceteccio: Conjugado ant
DNA fita-dupla placa coberta com alcalina marcada com fluoresceina :

estreptavidina fluoresceina/peroxidase

v

Adicdo do substrato
TMB+perdxido de hidrogénio
Leitura A450 nm

Figura 5. Etapas da Revelacao/PCR-ELISA. Fonte: Esquema gentilmente cedido pela Dra.

Luciana Inacia Gomes
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Cada ensaio de PCR-ELISA foi realizado com controles positivos (DNA extraido de
ovos de S. mansoni) ¢ controles negativos (todos os reagentes sem o DNA). Todos os
experimentos foram realizados em duplicata, e os dados representam a média dos valores. O
cut-off foi determinado pela curva ROC (Receptor Operator Caractheristic Curve) e o valor
obtido foi de 0,132 (Figura 6). Amostras que apresentaram a média das leituras de

absorbancias acima do cut-off foram consideradas positivas.

Curva ROC

100+
g 80+ /I_/
o
T 604
2
S 40-
2]
&
0 204

0 L] L] L] L] L]
0 20 40 60 80 100
Especificidade (%)

Cut-off Sansllg‘llldada IC 95% Espem;:cldade IC95% legltli\:od
>0.0765 a0.32 T4.25% a 97.96% 91.45 84 84% a 95.83% 1057
>0.0830 90,32 T4.25% a 97.96% 92,31 85 90%a 96.42% 11,74
>0.0870 87.10 70.17% a 96.37% 9231 85.00%a 96.42% 11,32
> 0.1160 a7.10 T70.17% a 86.37% 83,16 B6.97% a 97.00% 12,74
>0.1325 87,10 70.17% a 96.37% 94,02 858.06%a 97.56% 14,56
>0.1410 83.87 66.27% a 94.55% 84,02 88.05% a 97.56% 14,02
>0.0765 80,32 74.25% a 87.86% 8145 B84.84% a 85.83% 1057

Figura 6. Determinagdo do cut-off para o ensaio de PCR-ELISA pela Curva ROC

6.5.3.2 Ensaio de PCR (PCR em Tempo Real)

As amostras de DNA foram extraidas conforme descrito no ensaio de PCR-ELISA. As
sequencias dos iniciadores senso e anti-senso € a sonda 56-FAM (sequéncias ndo descritas -
em processo de patente), especificos para S. mansoni e os iniciadores especificos para o gene
da B-actina humana (H.sapiens ACTB) senso 5’-CCA TCT ACG AGG GGT ATG-3’, anti-
senso 3’-GGT GAG GAT CTT CAT GAG GTA-5’, e a sonda 56-JOE/ CCT GCG TCT GGA
CCT GGC TG/[3BHQI1] foram sintetizados pela empresa Integrated DNA Tecnologies - IDT
(EUA) representada por Sintese Biotecnologia, Belo Horizonte, MG, Brasil. A reacao foi
realizada com um volume final de 25 pL contendo: 12,5 pL de TagMan® Universal PCR
Master Mix 2x (Life Technologies, Thermo Fisher Scientific Inc., EUA), 1 pL de iniciadores
especificos para S. mansoni a 0,1 uM, 0,625 pL das sondas FAM e JOE a 0,25 uM, 0,75 puL
de iniciadores especificos para B-actina a 0,15 uM, 1,25 pL de BSA 0,1 pg/uL, 2 uL MgCl, a
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4 uM, 0,5 pL de agua estéril e 4 uL. de DNA diluido 1:5 em agua contendo acrilamida linear
na propor¢ao 994:6 (v/v). Para cada reagao, dois controles foram usados: controle positivo
(mix acrescido do DNA extraido de vermes adultos) e controle negativo da amplificagdo
(NTC). A reagio de amplificagdo foi conduzida no equipamento StepOnePlus™ Real-Time
PCR System (Thermo Fisher Scientific Inc., EUA), sob o programa de ciclagem universal,

com 45 ciclos e temperatura de anelamento de 60°C.
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Figura 7. Grafico de amplificagdo no ensaio de qPCR e equipamento utilizado StepOne
(Thermo Fisher Scientific Inc., EUA)
Para minimizar a possibilidade de contaminacgdo, os protocolos de extracdo e amplificacio
foram realizados em salas diferentes. Todos os experimentos foram realizados em cabine de
fluxo laminar, previamente irradiada com luz ultravioleta e empregando somente produtos
descartaveis estéreis, incluindo ponteiras com barreiras. Os ensaios foram realizados em
duplicata utilizando placas vedadas com filme adesivo e o critério de classificagdo

positivo/negativo esta descrito na Figura 8.

Alvo Ct (Cycle threshold) Resultado
FAM (Schisto) Indeterminado Negativo
JOE (B-Actina) <42
FAM (Schisto) <42 Positivo
JOE (B-Actina) <42
FAM (Schisto) Indeterminado Invalido
JOE (B-Actina) Indeterminado Lgpeihs)

Figura 8. Critério de classificagdo do resultado no ensaio de gPCR
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6.6 Tratamento e Controle de Cura

Todos os pacientes positivos para esquistossomose foram tratados com praziquantel na
dosagem de 60mg/Kg para criangas e 50mg/Kg para adultos e os pacientes positivos para
outros helmintos foram tratados com 400 mg de albendazol (dose oral unica) como
preconizado pelo Ministério da Saude.

No momento do tratamento foi aplicada uma ficha clinica (ver anexo) pelo médico Dr.
Naftale Katz e posteriormente realizou-se o tratamento, com a ingestdo concomitante de um
lanche e refresco, a fim de se aumentar a absorcao do medicamento e minimizar os efeitos
adversos oriundos da administragdo do mesmo.

O controle de cura foi realizado pela aplicagdo das técnicas de diagndstico
parasitologico e molecular nas amostras coletadas 30, 90 e 180 dias apds o tratamento. Os
individuos que apresentaram resultados positivos para esquistossomose e outros helmintos em

cada etapa da reavaliacdo foram novamente tratados como descrito acima.
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6.7 Fluxograma metodolégico do Estudo

Tabuas, Montes Claros
ANTES DO TRATAMENTO

KK: 24 laminas de uma Grad. Salinico: 1000 mg PCR-ELISA: 1000 mg || qPCR: 1000 mg de
amostra (1000 mg) deuma amostra deuma amostra uma amostra

Estreito de Miralta, Montes Claros
ANTES DO TRATAMENTO

Kato-Katz: 24 laminas Grad. Salinico: qPCR:
de uma amostra (1000 1000 mgde uma Unica 1000 mgde uma
mg) amostra amostra

APOS O TRATAMENTO
(30/90/ 180 dias)

Kato-Katz: 24 laminas Grad. Salinico: *PCR-ELISA: qPCR:
de uma Unica amostra 1000 mg de uma 1000 mgde uma 1000 mgde uma
(1000 mg) amostra amostra amostra

*PCR-ELISA nio foi realizada na localidade Estreito de Miralta

Figura 9. Fluxograma metodolégico do estudo

6.8 Intensidade de infeccio

A intensidade de infec¢do individual foi determinada pelo numero de ovos de S.
mansoni por grama de fezes (opg). Para a técnica de Kato-Katz, a intensidade de infecgdo foi
obtida pela média aritmética do niimero de ovos encontrado em cada ldmina, multiplicado
pelo fator de correg¢do 24, isto porque cada lamina de KK tem capacidade para 41,7 mg (41,7
x 24 = 1000 mg ou 1 grama). Para o Gradiente Salinico, o opg foi calculado multiplicando por
2 o numero de ovos encontrados no sedimento total, isto porque o método utiliza 500 mg de
fezes por tubo de separagao.

A intensidade de infeccdo da populacdo foi obtida pela média geométrica e pela
mediana do numero de ovos por grama de fezes (opg) dos individuos positivos para S.
mansoni pelas duas técnicas parasitologicas.

De acordo com a classificagdo da Organizacdo Mundial de Satde (WHO, 1993),
existem trés niveis de intensidade de infec¢do: (1) baixa intensidade: 1-100 opg, (2) moderada

ou média: 101-400 opg e (3) alta: > 401 opg.
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6.9 Analise estatistica

Foi formulado um banco de dados no programa Microsoft Office Excel 2007. O Programa
GraphPad Prism versao 4.0 foi utilizado para criagdo dos graficos. As andlises comparativas
para avaliar o desempenho das técnicas diagnodsticas (sensibilidade, especificidade, valor
preditivo positivo e negativo e indice kappa) foram calculadas usando o Programa Open Epi
versao 3.0. O teste Qui-quadrado foi utilizado para comparagdes entre proporgdes. O nivel de
significancia foi determinado com p<0,05. O mesmo foi calculado no Programa Epilnfo
versao 6.0 (Center for Disease Control and Prevention; Atlanta, GA, EUA). O teste McNemar
foi utilizado para comparacao entre as propor¢des de positividade obtidas pelas diferentes
técnicas diagnosticas, calculado no Programa R. As taxas de co-positividade e co-
negatividade entre as técnicas diagnosticas foram calculadas no Programa Open Epi versao
3.0 (Dean et al., 2014). O grau de concordancia entre métodos de diagndstico foi determinado
pelo indice kappa.

indice Kappa: A estatistica kappa nos permite medir a concordancia além do esperado por
acaso. Segundo Landis e Koch (1977) a concordancia entre métodos serd ruim quando o
indice kappa for menor que 0,20, fraca quando entre 0,21 - 0,40, moderada quando entre 0,41
— 0,60, substancial quando entre 0,61 — 0,80 ¢ excelente quando maior que 0,81.

Prevaléncia: A prevaléncia da esquistossomose foi calculada pelo nimero de individuos que
foram positivos para S. mansoni em qualquer uma das duas técnicas parasitologicas, dividido
pelo niimero total de participantes do estudo de cada localidade.

Taxa de Positividade: A taxa de positividade foi obtida pelo nimero de individuos positivos
para S. mansoni por técnica ou por laminas de Kato-Katz e combina¢des do niimero de
laminas dividido pelo total de participantes do estudo de cada localidade.

Teste Referéncia: Combinagdo dos resultados positivos para S. mansoni pelas duas técnicas
parasitoldgicas [Kato-Katz (24 laminas) e Gradiente Salinico (1000 mg)]. Este valor foi
utilizado como referéncia para os demais céalculos na avaliacdo dos métodos diagndsticos do

estudo (sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo e negativo e indice kappa).
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6.10 Parametros utilizados na avaliacio do desempenho diagndstico das técnicas

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

positivo. A sensibilidade corresponde a proporcao de verdadeiros positivos do teste: a/(a+b).

Especificidade ¢ a probabilidade de um teste ser negativo em um nao infectado ou ndo
doente, isto ¢, traduz a percentagem de ndo doentes corretamente identificados por um teste
negativo. A especificidade corresponde a propor¢do de verdadeiros negativos do teste:

d/(c+d).

Valor Preditivo Positivo (VPP) ¢ a probabilidade de um individuo ter a doenca quando o

teste ¢ positivo: a/(a+c).

Valor Preditivo Negativo (VPN) ¢ a probabilidade de um individuo nao ter a doenca quando
o teste ¢ negativo: d/(b+d).

O Valor Preditivo ¢ determinado pela sensibilidade, especificidade e pela prevaléncia da
doenca na populagdo testada. Quanto mais sensivel o teste, melhor seu valor preditivo

negativo. Quanto mais especifico o teste, melhor seu valor preditivo positivo.

Acuracia ou Precisdo de Diagnéstico: ¢ a capacidade do teste de classificar corretamente o
maior numero de individuos avaliados entre verdadeiramente doentes e saudaveis:

(a+d/a+b+c+d).

Padrédo Ouro
Positivo Negativo
Positivo a c
Teste
Negativo b d
Sensibilidade: a Especificidade: d
a+b c+d
Valor Preditivo Positivo: __a Valor Preditivo Negativo: d
a+c b+d
Eficacia do Teste: a+d
a+b+c+d

Figura 10. Pardmetros utilizados na avaliagdo do desempenho de métodos diagnosticos.

Fonte: Adaptado de Rabello, 1997
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7 RESULTADOS

Os resultados serdo apresentados por localidade endémica trabalhada e conforme o
Fluxograma 5.4.4 descrito na se¢ao de Material e Métodos. Os resultados apresentados sob a
forma de um artigo cientifico sao referentes a localidade de Pedra Preta, o qual foi publicado
na Revista Memorias do Instituto Oswaldo Cruz (Anexo 11.1). Os resultados das localidades

Tabuas e Estreito de Miralta serdo apresentados a seguir.

7.1 Caracterizacio da Populacgio de Estudo

Em Tabuas, a populagdo de estudo consistiu de 148 participantes (73 do género
feminino e 75 do género masculino, de idade entre 01 ¢ 86 anos). Destes 148 participantes, 96
eram moradores da sede da localidade de Tabuas e 52 eram moradores da localidade
adjacente Ribeirdo de Tabuas. Em Estreito de Miralta, a populagdo de estudo envolveu 142
participantes (77 do género feminino e 65 do género masculino, de idade entre 01 e 86 anos).
Destes 142 participantes, 96 eram moradores da sede da localidade de Estreito de Miralta
(sede) e 46 eram moradores da localidade adjacente Serra Verde.

Este estudo envolveu toda a populacdo das duas localidades trabalhadas, sendo,
portanto, de base populacional (censitario). O indice de adesdo que obtivemos, considerando
toda a populagdo, foi 84,5% (148/175) para Tabuas e 87,1% (142/163) para a localidade
Estreito de Miralta. Os motivos da ndo-paticipacdo no estudo sdo enumerados a seguir: 1)
recusa; 2) amostra biologica insuficiente, ndo possibilitando a analise por todas as técnicas e

3) motivos de saude.

7.2 Resultados obtidos pelas diferentes técnicas na localidade Tabuas, Montes Claros

7.3 Técnica de Kato-Katz

7.3.1 Avaliacio da taxa de positividade para infec¢io com S. mansoni com uma e duas

laminas de Kato-Katz

Duas laminas de Kato-Katz (2L1A) de uma unica amostra ¢ o procedimento de rotina
adotado pelos programas de controle da esquistossomose no Brasil e a metodologia utilizada
pelo Inquérito Nacional de Prevaléncia da Esquistossomose ¢ Geohelmintoses (INPEG). Os
resultados obtidos na leitura de uma unica lamina (41,7 mg de fezes/lamina) foram também

considerados, visto que esta ¢ a metodologia diagnéstica para levantamento de casos no
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Estado de Minas Gerais. A taxa de positividade obtida pela leitura de uma lamina de Kato-
Katz foi de 12,1% (18/148) e a taxa de positividade obtida pela anélise de duas laminas foi de
15,5% (23/148) (Tabela 1).

Tabela 1. Taxa de positividade obtida pela leitura de uma e duas ldminas da técnica de Kato-

Katz, utilizando uma tinica amostra de fezes, na localidade Tabuas, Montes Claros (MG)

KK 1L1A KK 2L1A
Resultado N % N %
Negativo 130 87,9 125 84,5
Positivo 18 12,1 23 15,5
Total 148 100 148 100

7.3.2 Avaliacdo da taxa de positividade para infeccio com S. mansoni examinando 24

laminas de uma unica amostra

A fim de realizar uma compara¢do quantitativa entre os métodos parasitologicos e
moleculares foi necessario normatizar a quantidade de fezes examinadas em cada técnica.
Portanto, foram utilizadas 24 1aminas da mesma amostra de fezes, isto porque cada lamina de
Kato-Katz tem capacidade para uma quantidade de 41,7 mg (24 laminas x 41,7 = 1000 mg de
material fecal). A taxa de positividade obtida foi de 20,9% (31/148) (Tabela 2).

Tabela 2. Taxa de positividade obtida pela leitura de 24 1aminas de Kato-Katz (1000mg)

KK 24L1A
Resultado N %
Negativo 117 79,1
Positivo 31 20,9
Total 148 100
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7.3.3 Efeito do aumento do nimero de liminas de uma unica amostra na taxa de

positividade da técnica de Kato-Katz na detec¢io da infecgdo com S. mansoni

Os resultados obtidos pela técnica de Kato-Katz em uma lamina, em trés laminas, em
seis laminas, em 12 laminas e em 24 laminas da mesma amostra foram avaliados. O efeito do
aumento do numero de laminas ¢ observado pelo aumento da taxa de positividade a cada
lamina adicional analisada.

Em uma ldmina de Kato-Katz da primeira amostra, 18 (12,2%) individuos foram
positivos, 23 (15,5%) em duas laminas, 25 (16,9%) em trés, 29 (19,6%) em seis, 29 (19,6%)
em 12 laminas e 31 (20,9%) em 24 laminas (Gréafico 1).

Grafico 1. Taxa de positividade acumulada decorrente do aumento de nimero das

laminas analisadas com uma Unica amostra
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7.4 Técnica do Gradiente Salinico

A técnica do Gradiente Salinico, utilizando duas por¢des de 500 mg cada que totaliza

1000 mg de fezes, detectou 43 participantes positivos para S. mansoni, indicando uma taxa de

positividade de 29,0% (Tabela 3).

50



Liliane Maria Vidal Siqueira Tese de Doutorado

Tabela 3. Taxa de positividade obtida pela técnica do Gradiente Salinico

Gradiente Salinico

(1000mg)
Resultado N %
Negativo 105 71,0
Positivo 43 29.0
Total 148 100

7.5 Prevaléncia da esquistossomose mansoni na populacao da localidade Tabuas

De acordo com os resultados obtidos pelas duas técnicas parasitologicas, examinando-se
24 laminas pela técnica de Kato-Katz e 1000 mg pela técnica do Gradiente Salinico, foi

detectada uma prevaléncia de 31,0%, sendo 46 positivos dos 148 participantes.

7.6 Taxa de positividade por faixa etaria, género e localidade

7.6.1 Distribuicio entre faixa etaria e positividade da esquistossomose na localidade

Tabuas

O Gréfico 2 ilustra a positividade da esquistossomose na localidade Tabuas (MG),
determinada pelos resultados obtidos pelo exame de 24 laminas de Kato-Katz e pela técnica
Gradiente Salinico, estratificada por oito faixas etérias.

Na distribui¢do da esquistossomose por faixa etdria observa-se a maior positividade
pela técnica de Gradiente Salinico entre adolescentes de 10 a 19 anos (57,1%), seguido por
jovens na faixa etaria de 20 a 29 anos (50,0%). Esta tendéncia também ¢ acompanhada pelos

valores de positividade obtidos pela técnica de Kato-Katz.
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Grafico 2. Comparagdo da propor¢ao de individuos positivos pela técnica de Kato-Katz (24

laminas) e Gradiente Salinico em relacdo a faixa etaria, na localidade Tabuas
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7.6.2 Distribuicado dos participantes por género e taxa de positividade para

esquistossomose na localidade Tabuas

A populacao de estudo na localidade Tabuas era constituida por 148 participantes, 73

do género feminino e 75 do género masculino. Em relagdo a taxa de positividade da

esquistossomose, 46 participantes foram positivos para S. mansoni, sendo 24 (32,9%) do

género feminino e 22 (29,3%) do masculino. Nao houve diferenca estatisticamente

significativa da prevaléncia entre os géneros (p= 0,641).

Gréfico 3. Taxa de positividade para a esquistossomose por género na localidade Tabuas
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7.6.3 Distribuicio dos participantes por localidade e taxa de positividade para a

esquistossomose mansoni na localidade Tabuas

A sede da localidade Tabuas apresentou uma positividade de 35,4% (34/96) e a
localidade de Ribeirdo de Tabuas 23,1% (12/52). Nao houve diferenca estatisticamente

significativa de prevaléncia entre as localidades (p=0,121) (Grafico 4).

Grafico 4. Taxa de positividade para esquistossomose em Tabuas (sede) e na

localidade Ribeirao de Tabuas (adjacente)
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7.7 Prevaléncia de outras parasitoses intestinais

7.7.1 Prevaléncia de helmintos e protozoarios intestinais, pelas técnicas parasitologicas,
na populac¢ao da localidade Tabuas

Em relagdo aos demais helmintos, as duas técnicas em combinagdo detectaram 37
individuos positivos. A técnica de Kato-Katz detectou 16 (10,8%) positivos para
ancilostomideos, oito (5,4%) positivos para Enterobius vermicularis, oito (5,4%) positivos
para Ascaris lumbricoides e dois (1,3%) positivos para Trichuris trichiura. Os demais
helmintos ndo foram detectados. Dos participantes infectados com S. mansoni seis
apresentaram co-infec¢do com ancilostomideos e com E. vermicularis.

Pela técnica do Gradiente Salinico, dentre os 148 participantes, seis foram positivos
para ancilostomideos, cinco para E. vermicularis, dois para A. lumbricoides, dois para
Hymenolepis nana. Em relagdo a protozoarios intestinais, seis foram positivos para Giardia
spp. € 20 foram positivos para E. coli, uma ameba ndo patogénica, porém sua presenga ¢

indicativa de ma qualidade da dgua de consumo. Tabela 35 (Apéndice A, item 10.1).
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7.8 Intensidade de infeccao

A distribui¢do de participantes segundo a carga parasitaria individual considerando as
duas técnicas parasitologicas quantitativas aplicadas foi avaliada pelo nimero de ovos de S.
mansoni por grama de fezes (opg). Na localidade Tabuas, pela técnica do Gradiente Salinico,
dos 43 participantes positivos, 40 apresentavam carga parasitaria baixa (entre 1 ¢ 100 opg) e
trés apresentavam carga parasitdria média (entre 100 e 400 opg). O método de Kato-Katz
analisando 24 laminas identificou 31 positivos, 26 com carga parasitaria baixa (1-100 opg),
cinco apresentando carga parasitaria média (101-400 opg) e um com carga parasitaria alta
(>401 opg) (Gréafico 5).

A carga parasitdria da populacdo foi determinada pela média geométrica e pela
mediana do niimero de ovos de S. mansoni por grama de fezes. Pela técnica de Kato-Katz a
média geométrica foi de 28,4 opg e a mediana 23 opg. Pela técnica do Gradiente Salinico a

média geométrica foi de 5,6 opg e a mediana 4 opg.

Grafico 5. Intensidade de infecgdo por técnica parasitoldgica na localidade Tabuas
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7.9 Avaliacio comparativa entre os resultados obtidos pelas técnicas de Kato-Katz e

Gradiente Salinico

7.9.1 Comparacao entre os resultados das técnicas de Kato-Katz (2 laminas) e

Gradiente Salinico

Como ja mencionado anteriormente, duas laminas de Kato-Katz ¢ a metodologia diagnostica
adotada pelos programas de controle da esquistossomose no Brasil. Os resultados obtidos pela
leitura de duas laminas (15,5%) pela técnica de Kato-Katz foram comparados com os obtidos
com a técnica do Gradiente Salinico (29,0%) (Tabela 4). Estas propor¢des apresentaram
diferenca estatisticamente significativa (p<0,05). A co-positividade da técnica do Gradiente
Salinico em relagdo a duas laminas de Kato-Katz foi de 100% (IC 95%: 85,7 — 100) e a co-
negatividade foi de 84,0% (IC 95%: 76,6 — 89.4).

Tabela 4. Comparacao entre as técnicas Kato-Katz (2 1aminas) e Gradiente Salinico

Kato-Katz (2 laminas)

Positivo Negativo Total
Gradiente Salinico Positivo 23 20 43
(1000 mg) Negativo 0 105 105
Total 23 125 148

7.9.2 Comparacio do desempenho das técnicas de Kato-Katz e Gradiente Salinico,

utilizando-se 1000mg de fezes, na localidade de Tabuas

A comparagao dos resultados apresentados pelas técnicas de Kato-Katz (24 l1aminas) e
Gradiente Salinico revelou taxas de positividade de 20,9% e 29,0%, respectivamente. Estas
proporc¢des apresentaram diferenga estatisticamente significativa (p<0,05). As técnicas em
combinacdo identificaram 46 individuos positivos (31,0% de positividade) (Tabela 5). A co-
positividade da técnica do Gradiente Salinico foi de 90,3% (IC 95%: 75,1 — 96,6) e a co-
negatividade de 87,2% (IC 95%: 79,9 — 92,0).
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Tabela 5. Comparacao dos resultados obtidos pelas técnicas de Kato-Katz e Gradiente

Salinico, utilizando-se 1000mg de fezes

Kato-Katz (24 1aminas)

Positivo Negativo Total
Gradiente Positivo 28 15 43
Salinico Negativo 3 102 105
Total 31 117 148

7.10 Diagnostico Molecular — Técnica de PCR-ELISA

A taxa de positividade obtida pelo ensaio de PCR-ELISA foi de 25,0%, ou seja, esta

técnica detectou 37 individuos positivos para S. mansoni dentre os 148 individuos avaliados.

7.10.1 Avaliacao comparativa entre as técnicas Kato-Katz (duas laminas) e PCR-ELISA

em relacao a mesma amostra de fezes examinada

O ensaio de PCR-ELISA foi comparado com os resultados obtidos pela leitura de duas
laminas de Kato-Katz. A taxa de positividade obtida pelo ensaio de PCR-ELISA foi de 25,0%
e pela técnica de Kato-Katz (duas laminas) 15,5%. Estas propor¢des apresentaram diferenca
estatisticamente significativa (p<0,05) (Tabela 6). A co-positividade do PCR-ELISA foi de
91,3% (IC 95%: 73,2 — 97,5) e a co-negatividade de 87,2% (IC 95%: 80,2 —91,9).

Tabela 6. Comparacao entre as técnicas PCR-ELISA e Kato-Katz (duas laminas)

Kato-Katz (duas laminas)

Positivo Negativo Total
PCR-ELISA Positivo 21 16 37
Negativo 2 109 111
Total 23 125 148

7.10.2 Avaliacdo comparativa entre a técnica de Kato-Katz e o ensaio de PCR-ELISA

em relacio a mesma quantidade de fezes examinada

O ensaio de PCR-ELISA foi comparado com 24 laminas de Kato-Katz da mesma
amostra que corresponde a 1000 mg de fezes (41,7 mg x 24 = 1000 mg). O PCR-ELISA
detectou 37 (25%) individuos positivos para S. mansoni, enquanto que a técnica de Kato-Katz
(24 laminas) apresentou uma taxa de positividade de 20,9%. Nao houve diferenca

estatisticamente significativa entre estas proporcdes (p = 0,148) (Tabela 7). A co-positividade
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desta técnica em relacdo a 24 laminas de Kato-Katz foi de 90,3% (IC 95%: 75,1- 96,6) e a
co-negatividade de 92,3% (IC 95%: 86,0 — 95,9).

Tabela 7. Comparacao entre a técnica de Kato-Katz (24 1aminas) e o ensaio de PCR-ELISA

utilizando 1000mg de fezes da mesma amostra de cada participante

Kato-Katz (24 laminas)

Positivo Negativo Total
PCR-ELISA Positivo 28 9 37
(1000 mg) Negativo 03 108 111
Total 31 117 148

7.10.3 Avaliacio comparativa entre as técnicas Gradiente Salinico e PCR-ELISA em

relacio 2 mesma amostra de fezes examinada

O ensaio de PCR-ELISA foi comparado com a técnica do Gradiente Salinico
utilizando a mesma quantidade de amostra fecal 1000 mg. A taxa de positividade do PCR-
ELISA foi de 25,0% (37/148), j& a técnica do Gradiente Salinico apresentou taxa de
positividade de 29,0% (p < 0,05) (Tabela 8). A co-positividade do PCR-ELISA em relagdo a
técnica do Gradiente Salinico foi de 76,7% (IC 95%: 62,2 - 86,8), apresentando uma co-
negatividade de 96,2% (IC 95%: 90,6 - 98.5).

Tabela 8. Comparagao entre a técnica do Gradiente Salinico e o ensaio de PCR-ELISA

utilizando 1000 mg de fezes da mesma amostra de cada participante

Gradiente Salinico (1000 mg)

Positivo Negativo Total
PCR-ELISA Positivo 33 4 37
(1000mg) Negativo 10 101 111
Total 43 105 148

7.11 Diagnostico Molecular — Ensaio de qPCR

A taxa de positividade obtida pelo ensaio de qPCR foi de 30,4%, ou seja, foram

detectados 45 participantes positivos para S. mansoni dentre os 148 individuos avaliados.
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7.11.1 Avaliacdo comparativa entre a técnica de Kato-Katz e o ensaio de qPCR em

relacio a mesma quantidade de amostra de fezes examinada

Os resultados do ensaio de qPCR foram comparados com os resultados obtidos pela
leitura de 2 laminas de Kato-Katz. O qPCR detectou 45 individuos positivos para S. mansoni
(30,4%), dentre estes 23 nao foram detectados pelo exame de duas ldminas de Kato-Katz, e
apenas um participante positivo pela técnica parasitologica nao foi detectado pelo ensaio de
gPCR. Houve diferenga estatistiscamente significativa entre as taxas de positividade obtidas
por cada técnica (p<0,05) (Tabela 9). A co-positividade do qPCR em relacdao a técnica de
Kato-Katz (2 laminas) foi de 95,6% (IC 95%: 79,0 — 99,2) e uma co-negatividade de 81,6%
(IC 95%: 73,9 — 87,4).

Tabela 9. Comparacao entre a técnica de Kato-Katz (2 1aminas) e o ensaio de qPCR realizado

em 1000 mg de fezes da mesma amostra

Kato-Katz (2 1Aminas)

Positivo Negativo Total
qPCR Positivo 22 23 45
(1000 mg) Negativo 1 102 103
Total 23 125 148

7.11.2 Avaliacdo comparativa entre as técnicas Kato-Katz e qPCR em relacio a mesma

amostra de fezes examinada

O ensaio de qPCR foi comparado com o resultado obtido pela leitura de 24 laminas de
Kato-Katz da mesma amostra, o que corresponde a 1000 mg de fezes (41,7 mg x 24 = 1000
mg). O qPCR detectou 45 participantes positivos para S. mansoni, destes, 30 foram
concordantes entre as duas técnicas e 15 foram positivos apenas pelo qPCR. A taxa de
positividade obtida pelo qPCR foi de 30,4%, enquanto que a técnica de Kato-Katz (24
laminas) apresentou uma taxa de positividade de 20,9%. Estas proporgdes apresentaram
diferenca estatisticamente significativa (p<<0,05) (Tabela 10). A co-positividade do qPCR em
relacdo a 24 laminas de Kato-Katz foi de 96,7% (IC 95%: 83,8 —99.,4) e uma co-negatividade
de 87,2% (IC 95%: 79,9 — 92,0).
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Tabela 10. Comparagdo entre os resultados obtidos pelo ensaio de qPCR e a técnica de Kato-

Katz (24 laminas)

Kato-Katz (24 1aminas)

Positivo Negativo Total
qPCR Positivo 30 15 45
(1000 mg) Negativo 1 102 103
Total 31 117 148

7.11.3 Avaliacio comparativa entre os resultados apresentados pela técnica do
Gradiente Salinico e ensaio de qPCR em relacio a mesma quantidade de amostra

examinada

Os resultados obtidos pelo ensaio de qPCR foram comparados com os da técnica de
Gradiente Salinico utilizando a mesma quantidade de amostra fecal 1000 mg. Dos 45
participantes que foram positivos pela qPCR, 10 ndo apresentaram resultados positivos pelo
GS. A taxa de positividade da qPCR foi de 30,4% (45/148), j& o Gradiente Salinico
apresentou taxa de positividade de 29,0% (43/148). Nao houve diferenca estatisticamente
significativa entre estas proporgoes (p = 0,813). A co-positividade do ensaio de qPCR em
relagdo a técnica do Gradiente Salinico foi de 81,4% (IC 95%: 67,3 — 90,2) e uma co-
negatividade de 90,4% (IC 95%: 83,3 — 94,7).

Tabela 11. Comparagao entre os resultados obtidos pelo ensaio de qPCR e pela técnica do

Gradiente Salinico

Gradiente Salinico (1000 mg)

Positivo Negativo Total
qPCR (1000 mg) Positivo 35 10 45
Negativo 8 95 103
Total 43 105 148
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7.11.4 Avaliacao comparativa entre os resultados obtidos pelos ensaios de PCR-ELISA e

qPCR em relagido 2 mesma quantidade de amostra examinada

O ensaio de qPCR foi comparado com o ensaio de PCR-ELISA utilizando a mesma
quantidade de amostra fecal (mesmo DNA extraido de 1000 mg de fezes). O qPCR detectou
45 (30,4%) amostras positivas, dentre estas, nove ndo foram detectadas pelo ensaio de PCR-
ELISA, pelo qual foram detectados 37 amostras positivas (25,0%). Houve diferenca

estatisticamente significativa entre estas propor¢des (p < 0,05).

Tabela 12. Comparacdo dos resultados apresentados pelos ensaios de qPCR e PCR-ELISA

qPCR (1000 mg)
Positivo Negativo Total
PCR-ELISA  Positivo 36 1 37
(1000 mg) Negativo 9 102 103
Total 45 103 148

7.12 Avaliacdo do desempenho das técnicas moleculares em relacio ao Teste

Referéncia, na localidade Tabuas

7.12.1 Avaliacdo comparativa entre PCR-ELISA (1000 mg) e Teste Referéncia

Os resultados obtidos pelo ensaio de PCR-ELISA foram comparados com os obtidos
pela combinagdo pelas duas técnicas parasitologicas, denominado neste trabalho como “Teste
Referéncia”. O ensaio de PCR-ELISA detectou 37 positivos, destes apenas um ndo foi
detectado pelo Teste Referéncia, o qual ainda detectou 10 casos a mais, que nao foram

detectados pelo PCR-ELISA (Tabela 13).

Tabela 13. Comparagdo entre o ensaio de PCR-ELISA e o Teste Referéncia [Kato-Katz (24

laminas) + Gradiente Salinico (1000 mg)]

Teste Referéncia
Kato-Katz (24 1aminas) e Total
Gradiente Salinico (1000 mg)

Positivo Negativo
PCR-ELISA  Positivo 36 1 37
(1000 mg) Negativo 10 101 111
Total 46 102 148
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A sensibilidade do PCR-ELISA em relagdo ao Teste Referéncia foi de 78,2%
apresentando uma especificidade de 99%, valor preditivo positivo de 97,3% e um valor

preditivo negativo de 90,9% e uma acuracia diagnostica de 92,5% (Tabela 14).

Tabela 14. Parametros avaliados para a técnica de PCR-ELISA em relagdo ao Teste

Referéncia

Parametro Taxa IC 95% ‘
Sensibilidade 78,2% (64,4 —87,7)
Especificidade 99,0% (94,6 — 99,8)
Valor Preditivo Positivo 97,3% (86.18,99.52)
Valor Preditivo Negativo 90,9% (84,2 -95,0)
Acuricia 92,5% (87,2 —95,8)
Indice Kappa 0,816 (0,657 —0,976)

7.12.2 Avaliag¢do comparativa do desempenho do ensaio de qPCR (1000 mg) em relacio

a0 Teste Referéncia

Os resultados do ensaio de qPCR foram comparados com os do Teste Referéncia.
Foram detectados 45 individuos positivos para S. mansoni pelo qPCR, destes, sete ndo foram

detectados pelo Teste Referéncia, e oito casos ndo foram detectados pelo qPCR (Tabela 15).

Tabela 15. Comparagdo entre o ensaio de qPCR ¢ o Teste Referéncia [Kato-Katz (24 1aminas)

+ Gradiente Salinico (1000 mg)]

Teste Referéncia

Kato-Katz (24 1aminas) e

Gradiente Salinico (1000 mg) Total
Positivo Negativo
qPCR Positivo 38 7 45
(1000 mg) Negativo 8 95 103
Total 46 102 148

A sensibilidade do ensaio de qPCR em relagdo ao Teste Referéncia foi de 82,6%,
especificidade de 93,1%, valor preditivo positivo de 84,4%, valor preditivo negativo de 92,3%

e uma acuracia diagnostica de 89,8% (Tabela 16).
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Tabela 16. Parametros avaliados para o ensaio de qPCR (1000 mg) em relagdo ao Teste

Referéncia

Parametro Taxa IC 95%
Sensibilidade 82,6% 69,3 -90,9
Especificidade 93,1% 86,5 —96,6
Valor Preditivo Positivo 84,4% 71,2 -92,2
Valor Preditivo Negativo 92,3% 85,4-96,0
Acuracia 89,8% 83,9 - 93,7
Kappa 0,762 0,600 — 0,923

7.13 Concordancia entre os métodos diagnosticos parasitologico e molecular

Duas laminas de Kato-Katz apresentaram uma concordancia substancial com GS e

PCR-ELISA (kappa= 0,620 ¢ 0,628) ¢ moderada com o ensaio de qPCR (kappa = 0,555). A

técnica de Kato-Katz (24 laminas) apresentou uma concordancia substancial tanto em relagao
ao GS (kappa = 0,678), quanto em relagdo aos ensaios de PCR-ELISA (kappa = 0,771) e
gPCR (kappa = 0,720). Os ensaios de qPCR e PCR-ELISA apresentaram concordancia

excelente (kappa = 0,832) (Tabela 17).

Tabela 17. Concordancia diagnostica entre as diferentes técnicas empregadas para o

diagnostico da esquistossomose mansoni na populagdo da localidade de Tabuas, Montes

Claros, Minas Gerais

Concordancia

/ Indice kappa

Gradiente Salinico
Kato-Katz (2 1Aminas) Substancial / 0,620
Kato-Katz (24 1Aminas)  Substancial / 0,678

PCR-ELISA (1000 mg) Substancial / 0,760
qPCR (1000 mg) Substancial / 0,709

qPCR
Substancial / 0,555
Substancial / 0,720

Excelente / 0,832

PCR-ELISA
Substancial / 0,628

Substancial / 0,771
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7.14 Sintese dos resultados obtidos pelas diferentes técnicas diagnosticas aplicadas na

populacio da localidade de Tabuas

Pela andlise das taxas de positividade obtidas por técnicas diagnosticas, podemos
observar que o aumento de namero de laminas de Kato-Katz ou uso de técnicas mais sensiveis
aumentou consideravelmente (aproximadamente duas vezes) o numero de individuos

positivos para S. mansoni.

Tabela 18. Taxas de positividade obtidas pelas diferentes técnicas diagnodsticas

Técnicas Kato-Katz (2 Iaminas)
Positivo Negativo TOTAL p McNemar
n % n % n %
Gradiente  Positivo 23 15,5 20 13,5 43 29,0 p<0,05
Salinico Negativo 0 0 105 70,9 105 70,9
TOTAL 23 15,5 125 84,5 148 100
n % n % n %
PCR-ELISA | Positivo 21 14,2 16 10,8 37 25,0 p< 0,05
Negativo 2 1,3 109 73,7 111 75,0
TOTAL 23 15,5 125 84,5 148 100
n % n % n %
Positivo 22 14,9 23 15,5 45 30,4 p< 0,05
gPCR Negativo 1 0,6 102 68,9 103 69,6
TOTAL 23 15,5 125 84,5 148 100

Kato-Katz (24 1aminas)

Positivo Negativo TOTAL pvalor
McNemar
Gradiente n % n % n %
Salinico Positivo 28 18,9 15 10,1 43 29,0 p< 0,05
Negativo 3 2,0 102 68,9 105 70,9
TOTAL 31 20,9 117 79,0 148 100
n % n % n %
PCR-ELISA | Positivo 28 18,9 9 6,1 37 25,0 0,148
Negativo 3 2,0 108 72,9 111 75,0
TOTAL 31 20,9 117 79,0 148 100
n % n % n %
qPCR Positivo 30 20,3 15 10,1 45 30,4 P<0,05
Negativo 1 0,6 102 68,9 103 69,6
TOTAL 31 20,9 117 79,0 148 100
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7.15 Resultados obtidos pelas diferentes técnicas diagnosticas aplicadas na populacio

da localidade de Estreito de Miralta

7.15.1 Técnica de Kato-Katz

7.15.1.1 Avaliaciio da taxa de positividade para infec¢io com S. mansoni com uma

e duas laminas de Kato-Katz

A taxa de positividade obtida pela leitura de uma lamina de Kato-Katz foi de 9,2% (13/142) e
a obtida pela andlise de duas laminas foi de 10,5% (15/142) (Tabela 19).

Tabela 19. Taxa de positividade obtida pela leitura de uma e duas laminas da técnica de Kato-

Katz, utilizando uma tUnica amostra de fezes, na localidade Estreito de Miralta

KK 1L1A KK 2L1A
Resultado N % N %
Negativo 129 90,8 127 89,5
Positivo 13 9,2 15 10,5
Total 142 100 142 100
7.15.1.2 Avaliacao da taxa de positividade para infecciao por S. mansoni obtida pela

analise de 24 laminas de Kato-Katz

A taxa de positividade obtida pela analise de 24 laminas pela técnica de Kato-Katz foi
de 19,7%, ou seja, foram detectados 28 participantes positivos para S. mansoni dentre os 142
individuos avaliados.

Tabela 20. Taxa de positividade obtida pela anélise de 24 laminas de Kato-Katz

KK 241L.1A
Resultado N %
Negativo 114 80,3
Positivo 28 19,7
Total 142 100
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7.15.2 Efeito do aumento do niumero de laminas de uma nica amostra na taxa de
positividade da técnica de Kato-Katz na deteccio da infec¢ao por S. mansoni na

populacio da localidade de Estreito de Miralta

Os resultados obtidos pela técnica de Kato-Katz em uma lamina, em duas laminas, em
trés laminas, em seis laminas, em 12 laminas e em 24 laminas da mesma amostra foram
avaliados. O efeito do aumento do nimero de ldminas é observado pelo aumento da taxa de
positividade a cada lamina adicional analisada.

Em uma lamina de Kato-Katz, 13 (9,15%) individuos foram positivos, 15 (10,5%) em
duas, 16 (11,3%) em trés, 17 (12,0%) em seis, 23 (16,2%) em 12 laminas e 28 (19,7%) em 24

laminas (Grafico 6).

Grafico 6. Taxa de positividade acumulada decorrente do aumento do numero de
laminas examinadas pela técnica de Kato-Katz em uma Unica amostra, na localidade de

Estreito de Miralta, Montes Claros, Minas Gerais
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7.16 Técnica do Gradiente Salinico

A taxa de positividade obtida pela técnica do Gradiente Salinico, pela analise dos
sedimentos de duas por¢des de 500 mg de fezes, num total de 1000 mg, foi 18,3%, ou seja,
foram detectados 26 participantes positivos para S. mansoni dentre os 142 individuos

avaliados.
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7.17 Prevaléncia da esquistossomose na localidade Estreito de Miralta

De acordo com os resultados obtidos pelas duas técnicas parasitoldgicas, pelo exame de
24 laminas pela técnica de Kato-Katz e de 1000 mg pela técnica de Gradiente Salinico, foi

detectada uma prevaléncia de 24,6%, sendo 35 positivos dos 142 participantes.

7.18 Positividade por faixa etaria, género e localidade

7.18.1 Distribuicio entre faixa etaria e taxa de positividade para a esquistossomose

entre os participantes da localidade Estreito de Miralta

O grafico abaixo ilustra a positividade da esquistossomose na localidade Estreito de
Miralta (MG), determinada pelos resultados obtidos pelo exame de 24 ldminas de Kato-Katz e
pela técnica Gradiente Salinico, estratificada por oito faixas etérias.

Na distribuicdo da esquistossomose por faixa etdria observa-se a maior taxa de
positividade pela técnica de Gradiente Salinico entre adolescentes de 10-19 anos, seguida por
adultos jovens (20-29 anos). Esta tendéncia também ¢é acompanhada pelos valores de
positividade obtidos pela técnica de Kato-Katz, porém observa-se um pico na faixa etaria de

50 a 59 anos, com maior taxa de positividade pela técnica de KK.

Grafico 7. Comparacdo da propor¢do de individuos positivos pela técnica de Kato-Katz (24

laminas) e Gradiente Salinico em relagdo a faixa etéria, na localidade Estreito de Miralta
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7.18.2 Distribuicdo entre género dos participantes e taxa de positividade para a

esquistossomose na localidade Estreito de Miralta

A populacao de estudo na localidade Estreito de Miralta era constituida por 142
participantes, 77 do género feminino e 65 do género masculino. Em relacdo a prevaléncia da
esquistossomose, 35 participantes foram positivos para S. mansoni, sendo 23,4% do género
feminino e 26,2% do género masculino. Nao houve diferenca estatisticamente significativa da
positividade entre os géneros (p=0,702).

Grafico 8. Taxa de positividade para a esquistossomose por género na localidade

Estreito de Miralta, Montes Claros, Minas Gerais
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7.18.3 Distribuicao entre localidade e a taxa de positividade para a esquistossomose

mansoni na localidade Estreito de Miralta

A localidade de Estreito de Miralta apresentou uma taxa de positividade de 26,0%
(25/96) e a localidade de Serra Verde 21,7% (10/46). Nao houve diferenca estatisticamente
significativa de positividade entre as localidades (p= 0,577) (Grafico 9).
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Grafico 9. Taxa de positividade para esquistossomose em Estreito de Miralta (sede) e

na localidade Serra Verde (adjacente)
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7.18.4 Prevaléncia de helmintos e protozoarios intestinais, detectados pelas técnicas

parasitologicas, na populacio da localidade Estreito de Miralta

Na localidade Estreito de Miralta, em relagao aos demais helmintos, as duas técnicas
parasitologicas em combinagdo detectaram 26 positivos. A técnica de Kato-Katz detectou 14
(9,8%) positivos para ancilostomideos, oito (5,6%) positivos para Enterobius vermicularis,
um positivo para Ascaris lumbricoides e trés positivos para Hymenolepis nana. Dos
participantes infectados com S. mansoni, cinco apresentaram co-infec¢do com
ancilostomideos e dois com E. vermicularis.

Pela técnica do Gradiente Salinico, dentre os 142 participantes, 14 foram positivos
para ancilostomideos, sete para Enterobius vermicularis, um para Ascaris lumbricoides ¢ dois

para Hymenolepis nana. (Tabela 33, Apéndice B, item 10.2).

7.19 Avaliacdo comparativa entre os resultados obtidos pelas técnicas de Kato-Katz e

Gradiente Salinico

7.19.1 Comparacio entre as técnicas de Kato-Katz (2 1Aminas) e Gradiente Salinico

Os resultados da técnica do Gradiente Salinico foram comparados com os resultados
obtidos pela leitura de duas laminas de Kato-Katz. A técnica do GS detectou 26 (18,3%)
participantes positivos para S. mansoni ¢ o exame de duas laminas de Kato-Katz revelaram 15
(10,5%) participantes positivos. Estas propor¢des apresentaram diferenga estatisticamente

significativa (p<0,05). (Tabela 21). A co-positividade da técnica do Gradiente Salinico em
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relacdo a duas laminas de Kato-Katz foi de 93,3% (IC 95%: 70,2-98,8) e a co-negatividade
90,5% (IC 95%: 84,2- 94,5).

Tabela 21. Comparagdo entre os resultados apresentados pelas técnicas do Gradiente Salinico
e Kato-Katz (2 laminas), aplicadas para o diagndstico da esquistossomose mansoni na

populacdo da localidade de Estreito de Miralta

Kato-Katz (2 1aminas) Total
Positivo Negativo
Gradiente Positivo 14 12 26
Salinico Negativo 1 115 116
Total 15 127 142

7.19.2 Comparacio entre os resultados obtidos pelas técnicas de Kato-Katz (24 laminas)

e Gradiente Salinico

A comparagao dos resultados apresentados pelas técnicas de Kato-Katz (24 laminas) e
Gradiente Salinico, realizadas com 1000 mg de material fecal da mesma amostra, revelou
taxas de positividade de 18,3% e 19,7%, respectivamente. Estas propor¢des ndo apresentaram
diferenga estatisticamente significativa (p=0,802). As duas técnicas em combinagao
identificaram 35 positivos (24,6% de taxa de positividade) (Tabela 22). A co-positividade da
técnica do Gradiente Salinico foi de 67,8% (IC 95%: 49,3 — 82,0) e a co-negatividade de
93,8% (IC 95%: 87,8 —96,9).

Tabela 22. Comparagdo dos resultados apresentados pelas técnicas de Kato-Katz (24 1aminas)

e Gradiente Salinico, aplicadas na populagao da localidade de Estreito de Miralta

Kato-Katz (24 laminas) Total
Positivo Negativo
Gradiente Positivo 19 7 26
Salinico Negativo 9 107 116
Total 28 114 142

7.20 Diagnostico Molecular — Ensaio de qPCR

O ensaio de qPCR, realizado com o DNA extraido de 1000 mg de fezes, detectou 26

(18,3%) amostras positivas para S. mansoni dentre os 142 participantes avaliados.
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7.20.1 Avaliacdo comparativa entre os resultados obtidos pelas técnicas de Kato-Katz e

qPCR utilizando a mesma amostra de fezes, na localidade Estreito de Miralta

Na comparagao dos resultados do ensaio de qPCR com os resultados obtidos pela leitura
de 2 laminas de Kato-Katz, observa-se que 14 participantes com amostras positivas pela
qPCR, ndo foram detectados pela técnica de KK. O exame de duas laminas revelaram trés
positivos ndo detectados pela qPCR. As taxas de positividade obtidas pelas técnicas, 10,5%
para KK (2 laminas) e 18,3% para qPCR, apresentaram diferenca estatisticamente
significativa (p<0,05) (Tabela 23). A co-positividade do ensaio de qPCR em relagdo a duas
laminas de Kato-Katz foi de 80,0% (IC 95%: 54,8 — 92,9) e a co-negatividade de 88,9% (IC
95%: 82,3 - 93,3).

Tabela 23. Comparacao entre as técnicas Kato-Katz (2 1aminas) e qPCR (1000 mg) aplicadas

em amostras da populagdo da localidade de Estreito de Miralta

Kato-Katz (2 laminas)

Positivo Negativo Total
qPCR Positivo 12 14 26
(1000 mg) Negativo 3 113 116
Total 15 127 142

7.20.2 Avaliacio comparativa entre as técnicas de Kato-Katz e qPCR em relacio a

mesma quantidade de fezes examinada na localidade Estreito de Miralta

Os resultados do ensaio de qPCR (1000 mg) foram comparados com aqueles obtidos
pela anélise de 24 laminas (1000 mg) de Kato-Katz. O qPCR detectou 26 individuos positivos
para S. mansoni, 18,3% de taxa de positividade, enquanto a técnica de Kato-Katz (24 1aminas)
detectou 28 positivos, apresentando uma taxa de positividade de 19,7%. Nao houve diferenga
estatisticamente significativa entre estas proporcoes (p = 0,813) (Tabela 24). A co-
positividade do ensaio de qPCR em relagdo a 24 1aminas de Kato-Katz foi de 64,3% (IC 95%:
45,8 —79,3) e a co-negatividade de 92,9% (IC 95%: 86,7 — 96.,4).

Tabela 24. Comparagao entre o ensaio de qPCR e a técnica de Kato-Katz (24 laminas)

Kato-Katz (24 laminas)

Positivo Negativo Total
qPCR Positivo 18 8 26
(1000 mg) Negativo 10 106 116
Total 28 114 142
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7.20.3 Avaliacdo comparativa entre as técnicas Gradiente Salinico e qPCR em relacio a

mesma amostra de fezes examinada na localidade Estreito de Miralta

Os resultados do ensaio de qPCR foram comparados com os obtidos pela técnica do
Gradiente Salinico, utilizando a mesma quantidade de amostra fecal (1000 mg). A qPCR foi
concordante em 18 amostras positivas pelo GS, embora oito amostras positivas pelo GS nao
terem sido detectadas pela qPCR. A taxa de positividade do ensaio de qPCR foi de 18,3%
(26/142), a mesma obtida pela técnica do Gradiente Salinico (p = 1). A co-positividade do
ensaio de qPCR em relacdo a técnica do GS foi de 69,2% e a co-negatividade de 93,1%.

Tabela 25. Comparagao entre o ensaio de qPCR e a técnica do Gradiente Salinico

Gradiente Salinico

Positivo Negativo Total
qPCR Positivo 18 8 26
(1000 mg) Negativo 8 108 116
Total 26 116 142

7.20.4 Avaliacao comparativa entre os resultados do ensaio de qPCR (1000 mg) e o

Teste Referéncia

Os resultados do ensaio molecular gPCR foram comparados com os obtidos pelo Teste
Referéncia. Foram detectados 26 positivos para S. mansoni pelo qPCR, destes, seis
individuos nao foram detectados pelo Teste Referéncia, e 15 casos ndo foram detectados pelo

gqPCR (Tabela 26).

Tabela 26. Comparagdo entre o ensaio de qPCR e o Teste Referéncia [Kato-Katz (24 1aminas)

+ Gradiente Salinico (1000 mg)]

Teste Referéncia
Kato-Katz (24 laminas) e Total
Gradiente Salinico (1000 mg)

Positivo Negativo
qPCR Positivo 20 6 26
(1000 mg) Negativo 15 101 116
Total 35 107 142
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A sensibilidade do ensaio de qPCR em relacdo ao Teste Referéncia foi de 57,1%
apresentando uma especificidade de 94,4%, valor preditivo positivo de 76,9% e um valor

preditivo negativo de 87,0% e uma acuracia diagnostica de 85,2% (Tabela 27).

Tabela 27. Parametros avaliados para a técnica de qPCR (1000 mg) em relacdo ao Teste

Referéncia

Parametro Taxa IC 95%
40,8 - 72,0

Especificidade 94,4% 88,3-974

Valor Preditivo Positivo 76,9% 57,9 - 88,9

Valor Preditivo Negativo 87,0% 79,7 -92,0

Acuricia 85,2% 78,4 —90,1

Kappa 0,564 0.402 -0.725

7.21 Concordancia dos resultados apresentados pelos métodos diagndsticos

parasitologico e molecular na localidade Estreito de Miralta

Duas laminas de Kato-Katz apresentaram uma concordancia substancial com GS e
moderada com qPCR (kappa= 0,633 e 0,521). A técnica de Kato-Katz (24 laminas)
apresentou uma concordancia substancial em relagdo ao GS (kappa = 0,634), ¢ moderada em
relacio a qPCR (kappa = 0,588). A técnica do Gradiente Salinico apresentou uma
concordancia substancial em relagao ao ensaio de qPCR (kappa = 0,623) (Tabela 28).

Tabela 28. Concordancia dos resultados apresentados pelos métodos de diagnostico

parasitologico e molecular aplicados na populagdo da localidade de Estreito de Miralta

Concordancia / Indice kappa

Gradiente Salinico qPCR
Kato-Katz (2 laminas) Substancial/ 0,633 Moderada / 0,521
Kato-Katz (24 1aminas) Substancial / 0,634 Moderada / 0,588
qPCR (1000 mg) Substancial / 0,623 --
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7.22  Sintese dos resultados obtidos pelas diferentes técnicas na localidade de Estreito

de Miralta

Pela analise das taxas de positividade obtidas por técnicas diagnosticas, podemos
observar que o aumento de niumero de laminas de Kato-Katz ou a combinacdo de técnicas

aumentou consideravelmente o nimero de individuos positivos para S. mansoni (Tabela 29).

Tabela 29. Taxas de positividade obtidas pelas diferentes técnicas diagndsticas

Kato-Katz (2 laminas)

Positivo Negativo TOTAL p McNemar
n % n % n %
Gradiente Positivo 14 9,8 12 8,5 26 18,3 p<0,05
Salinico Negativo 1 0,7 115 81 116 81,7
TOTAL 15 10,5 127 89,5 142 100
n % n % n %
qPCR Positivo 12 8,5 14 9,8 26 18,3 p<0,05

Negativo 3 2,1 113 79,6 116 81,7
TOTAL 15 10,5 127 89,5 142 100

Kato-Katz (24 laminas)

Positivo Negativo TOTAL p McNemar
n % n % n %
Gradiente Positivo 19 13,3 7 5,0 26 18,3 0,802
Salinico
Negativo 9 6,4 107 75,3 116 81,7
TOTAL 28 19,7 114 80,3 142 100
n % n % n %
gPCR Positivo 18 12,7 8 5,6 26 18,3 0,813

Negativo 10 7,0 106 74,7 116 81,7
TOTAL 28 19,7 114 80,3 142 100

7.23 Intensidade de Infecc¢ao

Na localidade Estreito de Miralta, todos participantes positivos para S. mansoni
apresentavam carga parasitaria baixa (< 100 opg), independente da técnica diagnostica
utilizada. A carga parasitaria populacional obtida pela média geométrica do nimero de ovos
de S. mansoni por grama de fezes pela técnica de Kato-Katz foi 6,2 opg e a mediana 6 opg.

Pela técnica do Gradiente Salinico a média geométrica foi 4,6 opg e a mediana 4,5 opg.
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7.24 Tratamento e avaliacido clinica dos participantes positivos para esquistossomose

mansoni nas duas localidades estudadas

Na ocasido do tratamento dos participantes positivos para S. mansoni e demais
helmintos, foi aplicada uma ficha clinica e epidemiologica (Anexo 11.4), na qual foram
levantadas questdes relativas aos sinais e sintomas que o paciente apresentara nos ultimos 30
dias, bem como antecedentes pessoais e cada participante foi submetido ao exame clinico.

Na localidade de Tabuas, dos 46 participantes positivos para S. mansoni pela
combinag¢do das duas técnicas parasitologicas (Kato-Katz — 24 laminas e Gradiente Salinico),
37 participaram da avaliagao clinica (22 do sexo feminino / 15 do sexo masculino) (Tabela
34, Apéndice 10.3).

Na localidade de Estreito de Miralta, dos 35 participantes positivos para S. mansoni
pela combinagdo das duas técnicas parasitologicas (Kato-Katz — 24 laminas e Gradiente
Salinico), 31 participaram da avaliagdo clinica (14 do sexo feminino / 17 do sexo masculino)

(Tabela 35, Apéndice 10.4).
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7.25 Controle de cura dos individuos infectados e tratados na localidade Tabuas

Na etapa de acompanhamento 30 dias apds o tratamento, dentre os 46 participantes
positivos para S. mansoni que foram tratados com praziquantel, 39 participaram da avalia¢do
de cura. Tanto pela técnica de Kato-Katz quanto pelas técnicas do Gradiente Salinico e qPCR
ndo foi detectado nenhum participante positivo para S. mansoni. Pela técnica de PCR-ELISA
foram detectados quatro positivos para S. mansoni.

Dentre os participantes positivos para S. mansoni tratados com praziquantel, 36
participaram da avalia¢do de cura 90 dias ap6s o tratamento. Entre estes foram detectados trés
participantes positivos para S. mansoni, sendo um detectado por ambas as técnicas € os outros
dois identificados isoladamente por cada técnica parasitologica. Pela técnica de PCR-ELISA
foram detectados quatro participantes positivos para S. mansoni e pelo ensaio de qPCR foram
detectados seis positivos para S. mansoni.

Na etapa de acompanhamento180 dias ap6s o tratamento, 37 individuos participaram
da avaliacdo de cura. Entre estes, oito foram positivos para S. mansoni por ambas as técnicas
parasitologicas. Pela técnica de PCR-ELISA foram detectados 12 individuos positivos para S.

mansoni e pelo ensaio de qPCR foram detectados 14 positivos para S. mansoni.

Tabela 30 Monitoramento de cura 30, 90 e 180 dias apds o tratamento pelas técnicas de Kato-

Katz, Gradiente Salinico, PCR-ELISA e qPCR.

Monitoramento de Cura

Técnicas 30 dias 90 dias 180 dias
Kato-Katz 100% 94,4% 78,4%
(39/39) (34/36) (29/37)
Gradiente Salinico 100% 94,4% 78,4%
(39/39) (34/36) (29/37)
PCR-ELISA 89,7% 88,8% 67,5%
(35/39) (32/36) (25/37)
qPCR 100% 83,3% 62,1%
(39/39) (30/36) (23/37)
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7.26 Controle de cura dos individuos infectados e tratados na localidade Estreito de

Miralta

Na avaliacdo de cura 30 dias apos o tratamento, dentre os 35 participantes positivos
para S. mansoni, 30 forneceram novas amostras de fezes para uma segunda avaliagdo. Tanto
pela técnica de Kato-Katz quanto pela técnica do Gradiente Salinico e pela qPCR foram
detectados dois participantes positivos para S. mansoni.

Na avaliacdo de cura 90 dias apos o tratamento, dentre os 35 participantes positivos
para S. mansoni que foram tratados com praziquantel, 33 coletaram fezes para uma segunda
avaliacdo parasitologica. Pelas técnicas de Kato-Katz e de Gradiente Salinico foi detectado
um participante positivo para S. mansoni por cada técnica. Pelo ensaio de qPCR foram
detectados estes 02 participantes.

Na avaliagdo de cura 180 dias apos o tratamento, dentre os 35 participantes positivos
no exame inicial, 29 forneceram novas amostras de fezes para uma segunda avaliacao
parasitoldgica. Pela técnica de Kato-Katz e pelo ensaio de qPCR foi detectado um participante
positivo para S. mansoni. Pela técnica do Gradiente Salinico ndo foi detectado nenhum

participante positivo para S. mansoni.

Tabela 31 Monitoramento de cura 30, 90 e 180 dias apds o tratamento pelas técnicas de Kato-

Katz, Gradiente Salinico e qPCR.

Monitoramento de Cura

Técnicas 30 dias 90 dias 180 dias
Kato-Katz 93,3% 96,9% 96,5%
(28/30) (32/33) (28/29)
Gradiente Salinico 93,3% 96,9% 100%
(28/30) (32/33) (29/29)
qPCR 93,3% 93,9% 96,5%
(28/30) (31/33) (28/29)
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8 DISCUSSAO

As técnicas parasitologicas permanecem como a principal forma de diagnéstico da
esquistossomose mansoni em dreas endémicas. Estas sdo amplamente utilizadas para o
diagnéstico dessa doenca, seja pelo fato de fornecerem diagndstico de certeza, seja pela
eficacia e pelo custo-beneficio. Entretanto, uma significativa redu¢ao da sensibilidade ¢
observada em areas de baixa endemicidade, fato este que compromete a estimativa da
prevaléncia real da doenga (Enk et al. 2008; Siqueira et al. 2011). Apesar da utilizagdo restrita
de métodos de imunodiagnostico ¢ moleculares, melhorias e avangos recentes tém sido
alcancgados.

O principal fator nesta nova era de diagnostico da esquistossomose ¢ a revisdao do
conceito de “Padrao-Ouro” (Cavalcanti et al. 2013). Para avaliar um novo teste precisamos de
um Padrao-Ouro que ¢ a designacdo de um método altamente sensivel e especifico, utilizado
em estudo comparativo com o novo teste. Um método padrao ¢ aquele reconhecido
nacionalmente e internacionalmente como melhor, ou na sua auséncia o melhor método
disponivel, preferencialmente validado por publicacdes em revistas cientificas de elevado
conceito (OIE, 2010). Apods o ensaio das amostras, utilizando o teste em estudo
simultaneamente com o método referéncia, o desempenho diagndstico ¢ avaliado. A técnica
de Kato-Katz (KK) ¢ mundialmente utilizada pelo seu baixo custo e por sua praticidade em
situacdes de infraestrutura laboratorial precéria e também por permitir uma quantificacdo da
intensidade de infec¢do. Entretanto, essa técnica quando realizada com reduzido ntimero de
laminas (uma ou duas) apresenta sensibilidade diminuida, quando aplicada em individuos
apresentando carga parasitaria baixa, o que ¢ comumente encontrado entre a maioria dos
residentes de areas de baixa prevaléncia (Rabello 1997). Assim, esta técnica que antes era
considerada o padrdo-ouro para o diagnoéstico da esquistossomose, na atual situacao
epidemioldgica do pais, fica discutivel seu uso para esse proposito.

No Brasil, a implementacdo de medidas de controle, tais como, a quimioterapia
especifica e saneamento bésico, promoveram uma redu¢do da transmissdo e da morbidade da
esquistossomose mansoni em areas endémicas. Apesar das melhorias no diagnostico
parasitologico, ainda pode haver falhas na deteccdo de todos os individuos infectados por S.
mansoni, especialmente em areas de baixa endemicidade, onde a maioria dos individuos
apresenta carga parasitaria baixa (menor que 100 opg) e geralmente sdo assintomaticos ou
oligosintomaticos (Katz et al. 1986). Assim, a aplicagdo do exame parasitologico no
diagnéstico de individuos apresentando baixa carga parasitdria, no monitoramento de cura

apoés intervengdo terapéutica e seu uso no monitoramento da diminuicao da transmissao ou
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mesmo da eliminagdo da doenca ¢ limitado. Monitoramentos e avaliacdes subsequentes
necessitam de métodos de detec¢ao mais sensiveis a fim de se reavaliar possiveis re-infecgdes
(Berhe et al. 2004). Embora os exames parasitologicos tradicionais empregados, apresentem
vantagens tais como elevada especificidade, forne¢am uma medida quantitativa da infeccao, e
no caso da técnica de Kato-Katz, ter habilidade para concomitantemente diagnosticar S.
mansoni e geohelmintos (Bergquist et al. 2009; Utzinger et al. 2011), eles sdo pouco sensiveis
em situagdes de intensidade de infeccdo baixa, e laboriosos por necessitar de leitura
microscopica.

Neste estudo, avaliou-se o desempenho diagndstico das técnicas de Kato-Katz (KK),
Gradiente Salinico (GS), e os ensaios moleculares PCR-ELISA e qPCR, para o diagnostico
laboratorial da esquistossomose mansoni em individuos residentes em d4reas de baixa
transmissdo. Areas de baixa transmissdo sdo definidas como areas onde ha a distribuicdo focal
de caramujos do género Biomphalaria susceptiveis e a prevaléncia de 25% ou menos da
esquistossomose mansoni na populagdo examinada, com a predominancia de baixa
intensidade de infeccdo (75%) e baixa morbidade, sendo a maioria dos individuos
assintomaticos (Alarcén de Noya et al. 2006).

Na localidade Tabuas, amostras de fezes de 148 individuos foram examinadas pelas
quatro técnicas e os resultados foram analisados e comparados. Quando foram combinados os
resultados obtidos pelo KK com os do GS, a positividade foi de 31,0% (46/148). O ensaio de
PCR-ELISA apresentou taxa de positividade de 25,0% (37/148) e o ensaio de qPCR 30,4%
(45/148). Na localidade Estreito de Miralta, foi detectada uma prevaléncia de 24,6%, sendo 35
positivos dos 142 participantes. As técnicas parasitologicas do Gradiente Salinico e de Kato-
Katz (24 laminas) revelaram taxas de positividade de 18,3% (26/142) e 19,7% (28/142),
respectivamente. O ensaio de qPCR detectou 26 (18,3%) participantes positivos.

Fato observado nestas duas localidades foi o efeito do aumento do nimero de laminas
de Kato-Katz na taxa de positividade para infec¢do por S. mansoni. Este fato pode ser
demonstrado pelo aumento nas taxas de positividade de 12,1% (18/148), 15,5% (23/148), e
20,9% (31/148) quando foram considerados os resultados obtidos na leitura de uma, duas e 24
laminas, respectivamente. Este comportamento foi observado por outros autores (Rabello
1997; Enk et al. 2008; Siqueira et al. 2011), a medida que se aumenta o nimero de ldminas
examinadas, aumenta-se a taxa de positividade desta técnica. Porém ¢ relevante salientar que
na localidade de Tabuas, uma 4rea em que os individuos infectados apresentavam baixa a
moderada carga parasitaria, em uma mesma amostra atinge-se um plato, onde a partir de um
determinado ntimero de laminas, ndo se observa um aumento da taxa de positividade. Nesta

area foi possivel demonstrar que a taxa de positividade manteve-se inalterada a partir da
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analise de seis laminas de Kato-Katz da mesma amostra. O mesmo nao ocorreu na localidade
Estreito de Miralta, a carga parasitaria muito baixa influenciou neste parametro, o aumento do
nimero ldminas aumenta a taxa de positividade. Este resultado nos permite inferir que para a
tomada de decisdo diagnoéstica, precisamos levar em consideragdo as peculiaridades de cada
area e das caracteristicas intrinsecas da populagao.

A concordancia observada quando os resultados das técnicas Kato-Katz, Gradiente
Salinico, PCR-ELISA e qPCR utilizando a mesma quantidade de material fecal (1000mg),
foram correlacionados na localidade Tabuas foi substancial. J4 na localidade de Estreito de
Miralta, a concordancia entre as técnicas de Kato-Katz e qPCR foi moderada. Nesta mesma
localidade, a técnica do Gradiente Salinico ¢ o ensaio de qPCR apresentaram concordancia
substancial. Estes dados demonstram a influéncia da carga parasitaria individual no
desempenho das técnicas diagndsticas utilizadas.

Os resultados deste estudo mostram claramente uma significante subestimativa da taxa
de positividade para esquistossomose mansoni obtida com uma ou duas laminas de Kato-Katz
e confirma dados publicados por outros autores. Estudo realizado por Enk et al. (2008),
demonstrou que a prevaléncia de 13,8% obtida com uma lamina de Kato-Katz de uma tnica
amostra de fezes, aumenta para 27,2%, com 10 laminas em trés amostras, ¢ chega a 35,4%,
pela combinagdo de exames denominada “Padrao Ouro”, na localidade de Chonim de Cima,
Governador Valadares, Minas Gerais. Em outro estudo realizado por nosso grupo, verificou-
se que a prevaléncia obtida pela analise de uma unica lamina pela técnica de Kato-Katz com a
combinag¢do dos resultados obtidos pela analise de 18 laminas de quatro amostras examinadas
pela mesma técnica e de trés amostras de 500 mg examinadas pela técnica de TF-Test,
observou-se um aumento da prevaléncia de 8,0% para 35,8%, ou seja, um aumento de 4,5
vezes (Siqueira et al. 2011), na localidade de Pedra Preta, Montes Claros, Minas Gerais.

A taxa de positividade da esquistossomose na localidade Tabuas obtida com uma
lamina de Kato-Katz foi de 12,1% e a obtida pela combina¢do dos exames parasitologicos
(Kato-Katz - 24 laminas e Gradiente Salinico - 1000 mg) foi de 31,0%, ou seja, seria
necessaria uma corre¢do de 2,5 vezes para se estimar a prevaléncia real na area estudada. Em
Estreito de Miralta, este mesmo fato foi observado. A taxa de positividade obtida pela analise
de uma lamina de Kato-Katz foi 9,2% e esta taxa aumentou para 24,6%, com a combinagao
dos resultados das duas técnicas parasitologicas (KK- 24 laminas ¢ GS- 1000 mg), um
aumento de 2,5 vezes. Este fato pode explicar o motivo pelo qual as estratégias de controle
em areas com prevaléncia inferior a 15% sdo menos eficazes. A maioria das estratégias de
controle baseia-se no exame de uma ou duas laminas de KK de uma tnica amostra de fezes

para identificar e tratar os individuos infectados, o que significa que apenas um em cada trés
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individuos positivos sdo tratados. Assim, cerca de 70% da populacdo infectada continua a
eliminar ovos de S. mansoni, contribuindo para a manuten¢do da transmissdao da doenga na
area, além de estarem sujeitas ao risco de desenvolver formas ectdpicas da doenga,
especialmente a mielorradiculopatia esquistossomdtica, bem como outras complicagdes
associadas a morbidade da doenga, que podem ocorrer mesmo entre pacientes apresentando
baixas cargas parasitarias (Gryssels et al. 2006; Lambertucci et al. 2007). Esta evidéncia
enfatiza a urgente necessidade de um método diagnostico mais sensivel para vigilancia desde
casos individuais a inquéritos populacionais em areas de baixa transmissao (Enk et al. 2012).

Apesar da técnica de PCR ser amplamente utilizada para o diagnostico de varias
doencas humanas, sua aplicagdo para doengas negligenciadas, especialmente para a
esquistossomose, somente recentemente tem sido explorada. Pontes et al. (2002) relatou pela
primeira vez o uso da PCR para o diagndstico da esquistossomose mansoni em amostras
fecais. Altas taxas de sensibilidade e especificidade desta técnica foram obtidas por alguns
autores (Pontes et al. 2003; Allam et al. 2009; Gomes et al. 2010) quando comparada ao
exame parasitologico de rotina, a técnica de Kato-Katz. Neste estudo, os ensaios de PCR
(PCR-ELISA e qPCR) foram avaliados e os resultados encontrados foram animadores. Apesar
do custo relativamente alto que as técnicas apresentam, estas se mostraram ferramentas
valiosas para o diagndstico da esquistossomose, podendo ser aplicadas na comparagdo e
validacdo de métodos diagndsticos e sendo muito util na confirmagao de casos suspeitos que
ndo foram detectados pelos métodos parasitoldégicos convencionais. Ressalta-se ainda a
grande importancia destas técnicas para a avaliagdo de cura apos o tratamento quimioterapico.
Quando se trata da escolha de medidas de intervengao, o alto custo da PCR por si ¢ usado
frequentemente como um argumento para nao introduzi-la. Entretanto, o custo-efetividade € o
melhor argumento para esta tomada de decisdo em situagdes especiais.

Na localidade Tabuas, a andlise de resultados discordantes revelou 10 amostras que
foram positivas pelos métodos parasitologicos e negativos para o PCR-ELISA (7 amostras
positivas apenas pelo Gradiente Salinico e 3 positivas apenas pela técnica de Kato-Katz
examinando-se 24 laminas). Estes 10 pacientes apresentavam cargas parasitarias muito baixas
(entre 2 e 27 opg). Varias razdes podem contribuir para estes resultados negativos pelo PCR-
ELISA, incluindo a possibilidade de auséncia de ovos na amostra utilizada na reacdo, o que
pode ser atribuido a variacao na eliminacao diaria e distribuicdo de ovos nas fezes (Engels et
al. 1996). Outras possiveis razdes sdo a degradacdo do DNA e a presenga de inibidores da
PCR. Entretanto, nesse estudo, essas duas limitagdes podem ser descartadas ja que estas
amostras apresentavam resultados positivos para a amplificagio do gene da beta-actina

humano (controle interno da reacdo). A segunda razao pode ser explicada pelo aumento da
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quantidade de material fecal (1000 mg) utilizado na extracdo do DNA, paradoxalmente o
aumento na quantidade de fezes apesar de aumentar a sensibilidade da técnica, parece
aumentar os inibidores da reacao.

Em relagdo ao desempenho diagnostico do ensaio de qPCR na localidade Tabuas,
apenas um participante com ovos em suas fezes, diagnosticado pela técnica de Kato-Katz, nao
foi identificado pela qPCR, o que pode ser explicado pela auséncia de ovos na amostra
examinada. A qPCR detectou 15 individuos positivos ndo identificados pela técnica de Kato-
Katz, examinando-se 24 laminas. Considerando a técnica do Gradiente Salinico, oito
participantes que foram positivos por esta técnica ndo foram identificados pela qPCR, isto
pode ser devido ao fato destes pacientes apresentarem cargas parasitarias muito baixas (< 5
opg). Resultados similares foram apresentados por Rabello et al. (2002) e Pontes et al. (2003)
utilizando a PCR convencional, onde a deteccao dos produtos amplificados foram detectados
por visualizagdo em eletroforese em gel corado com nitrato de prata. Estes autores relataram
que em 194 participantes estudados, 16 individuos com PCR positiva nao apresentaram ovos
nas fezes, enquanto dois participantes positivos pela técnica de Kato-Katz foram negativos na
PCR. Pontes et al. (2003) explicam que os casos positivos ndo detectados pela PCR, podem
ocorrer devido a varios fatores, dentre eles a inibicdo da amplificacdo por compostos fecais
e/ou degradagao do DNA durante o transporte do campo para o laboratério, ou ainda devido a
auséncia de ovos na amostra analisada.

Em estudo realizado por Gomes et al., 2010, o ensaio de PCR-ELISA aplicado em
amostras de fezes de 206 participantes de area endémica e comparado com os resultados
obtidos pelo exame de 12 laminas de Kato-Katz de uma tnica amostra, revelou uma
sensibilidade de 97,4% e uma especificidade de 85,1%, ambas maiores do que as obtidas no
presente estudo. Esta diferenca pode ser justificada, como jé& descrito, por fatores inerentes aos
procedimentos experimentais que geram falhas na detec¢gdo do DNA do parasito, sua
degradagdo durante coleta da amostra bioldgica ou mesmo sua auséncia na amostra analisada.
Deve ser salientada ainda a necessidade de técnicos bem treinados aplicando rigorosamente as
medidas de controle de qualidade em todas as etapas da reacdo, para também evitar resultados
falso-negativos ou mesmo falso-positivos por contaminagdo. Quando se utiliza técnicas in-
house (ndo-comerciais), os métodos moleculares podem apresentar perda de padronizagdo
(reprodutibilidade) e robustez. Estes critérios sdo requeridos para uma possivel aplicacao
destes métodos em programas de controle, onde as decisdes ndo podem ser baseadas em
resultados investigacionais (Gomes et al. 2009).

Os resultados do presente estudo demonstraram que os ensaios de PCR sdo

alternativas viaveis para o diagnéstico das infecgdes por S. mansoni. O ensaio de qPCR, na
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localidade Tabuas, se mostrou uma técnica extremamente sensivel e especifica quando
comparada ao tradicional exame parasitologico de fezes, a técnica de Kato-Katz, realizada
com 24 laminas, ¢ foi semelhante a técnica do GS. Embora na localidade de Estreito de
Miralta os resultados ndo terem se reproduzido, atribuimos este fato as caracteristicas
peculiares da area e dos individuos infectados, do que propriamente ao desempenho das
técnicas. Apesar da baixa carga parasitaria apresentada pelos individuos infectados nesta
localidade, o ensaio de qPCR apresentou uma taxa de positividade de 18,3%,
aproximadamente duas vezes maior que a obtida pela técnica de Kato-Katz (2 laminas). Este
fato foi também observado por Espirito-Santo et al. (2014), onde a taxa de positividade
obtida pelo ensaio de qPCR (9,6%) foi 6,8 vezes maior que aquela obtida pelos resultados em
combinagdo das técnicas parasitologicas de Kato-Katz e de Sedimentagcdo Espontanea (HPJ)
(0,9%), examinando-se duas laminas por cada técnica, em estudo realizado com 572
individuos.

Os ensaios de PCR foram realizados em laboratorio de pesquisa, onde a infraestrutura
ndo ¢ a mesma encontrada nos laboratorios de rotina. Alguns requisitos sdo necessarios para
execu¢do destes ensaios: 1) treinamento de pessoal; 2) espago de trabalho apropriado com
salas separadas para prevenir contaminagdo cruzada 3) manuten¢do de equipamentos; 4)
controle de qualidade. Amostras fecais sao conhecidas pela heterogeneidade e dificuldade
para analise molecular. Neste estudo, foi utilizado o kit comercial QIAamp”® DNA Stool Mini
Kit para extracdo de DNA nas fezes a fim de evitar interferéncias metodologicas no
procedimento. Métodos fisicos (separagdo de salas e materiais, uso de camara de fluxo
laminar com luz UV) foram aplicados durante o procedimento a fim de minimizar a chance de
contaminagao das amostras.

O ensaio de PCR-ELISA, usando um kit comercial (Plate PCR Detection Kit, Sigma-
Aldrich, Saint Louis, MO, EUA) foi empregado para o diagndstico da esquistossomose
mansoni na populagdo de Pedra Preta (Anexo 11.1). Entretanto, a producdo do kit foi
descontinuada pelo fabricante, fato que gerou a necessidade do desenvolvimento do PCR-
ELISA “in-house”, que foi empregado para diagnostico da esquistossomose mansoni na
populagdo de Tabuas. A redugdo de custo do ensaio de PCR-ELISA “in-house” para o
diagnostico de S. mansoni em relagdo ao uso de kit de ELISA comercial representa mais uma
vantagem no desenvolvimento do protétipo laboratorial, uma vez que o maior desafio para o
uso dos testes moleculares em inquéritos epidemioldgicos € o elevado custo das técnicas. As
técnicas parasitologicas (Kato-Katz e Gradiente Salinico) ainda possuem as melhores
condi¢des de eficacia associadas ao custo, porém os ensaios moleculares (PCR-ELISA e

gPCR) podem apresentar uma alternativa para ser usada juntamente com as técnicas
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parasitologicas em areas onde hé baixa intensidade de infec¢do, no intuito de evitar o aumento
do ntimero de resultados falso negativos.

No monitoramento de cura na localidade Tabuas, 30, 90 e 180 dias apds o tratamento,
pelas técnicas de Kato-Katz e Gradiente Salinico, foi observado que houve uma redugdo dos
individuos infectados. A taxa de cura para esquistossomose obtida pelas técnicas
parasitoldgicas 30 dias apds o tratamento foi de 100%. Noventa dias apds o tratamento, trés
individuos foram positivos para S. mansoni pelo método parasitologico. Na tltima etapa de
avaliacdo, 180 dias apo6s o tratamento, dos 37 que tiveram suas amostras de fezes
reexaminadas, oito individuos apresentaram ovos de S. mansoni nas fezes. A baixa taxa de
cura observada a partir de seis meses apos a administragdo do tratamento pode ser explicada
por duas possiveis razdes: 1%) falha terapéutica (fémeas sobreviventes cessaram
temporariamente a ovoposicdo sobre efeito do medicamento e a retomaram posteriormente);
2%) devido as reinfecgOes a que estdo expostos os individuos residentes na area endémica.
Provavelmente aqueles individuos que foram positivos para S. mansoni, foram tratados e se
reinfectaram voltando a excretar ovos nas etapas 90 ou 180 dias apds tratamento.

A diferenca entre as taxas de cura obtidas pelas técnicas moleculares e parasitologicas
pode ser explicada por dois motivos. Primeiro, pelo fato do DNA de vermes mortos ou de
ovos remanescentes nos tecidos permanecerem por um periodo de tempo mesmo apoés o
tratamento. Segundo, isto pode ser devido a sensibilidade dos ensaios de PCR ser maior que
as técnicas parasitologicas na deteccao de baixas cargas parasitarias (Wichmann et al. 2013).

Os resultados de prevaléncia por género e localidade, ndo apresentaram diferenca
estatisticamente significativa entre as proporgdes obtidas, este fato pode ser explicado pela
homogeneidade da populacdo em relacdo aos aspectos socioecondmicos e relativos as
atividades de trabalho exercidas, bem como pelo comportamento semelhante de contato com
aguas contaminadas. Em relacdo a prevaléncia obtida por faixa etaria, podemos observar que
a curva de prevaléncia da esquistossomose segue um mesmo padrao e independe da técnica
diagnostica utilizada. As maiores taxas foram observadas entre adolescentes (10-19 anos),
seguido por adultos jovens (20-29 anos), o que demonstra claramente a importancia e
contribuicdo destes grupos etarios para a epidemiologia da doenga.

Em relagdo a avaliagdo clinica, a maioria dos individuos infectados era assintomatica.
Embora sinais nao especificos da infec¢do possam auxiliar no diagnostico, a demonstragao de
ovos nas fezes permanece a principal forma de confirmagao de casos. Considerando que o ser
humano ¢ o principal hospedeiro vertebrado para manuten¢do da transmissdo no ambiente
natural, com um diagnostico mais preciso ¢ tratamento de quase todos infectados, torna-se

evidente a possibilidade de uma redugdo drastica da for¢a de transmissao da doenca ou ainda
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sua completa interrupgdo. Avaliacao de reinfecgdes, quatro anos apds intervencao inicial, com
metodologia semelhante, estd sendo realizada na localidade de Pedra Preta, também no
municipio de Montes Claros e os resultados apontam para a auséncia de novos casos. Esta
situacdo ¢ peculiar, pois associada a esta prospec¢do profunda de casos, houve a estiagem da
fonte de dgua natural onde ocorriam as infec¢des (Trabalho de Doutorado em andamento).

Apesar do trabalho relativo, devido ao exame de 24 laminas de Kato-Katz e todo o
sedimento de dois procedimentos pela técnica do Gradiente Salinico, associado a execugao
dos ensaios moleculares que exigem infraestrutura laboratorial mais sofisticada, uma tUnica
intervengdo, usando uma unica amostra de fezes por paciente, seria altamente compensador,
do ponto de vista logistico e de retorno para a populacao infectada pelo tratamento imediato.
Diferentemente da metodologia atual adotada pelo Programa de Controle da Esquistossomose
(uma ou duas laminas de Kato-Katz), que subestima a prevaléncia real em areas endémicas,
detectando em algumas areas somente 25% dos individuos realmente infectados (Siqueira et
al., 2011), o que leva a varios ciclos de exames das populacdes e tratamentos consecutivos.

A qualidade dos dados gerados ¢ diretamente dependente da avaliagdo adequada dos
métodos diagndsticos e serd de grande importancia para as tomadas de decisdes em saude
publica, especialmente nos programas de controle da doenca. Dentre as limitagdes
metodologicas deste estudo podemos citar o problema do padrdo de referéncia, uma vez que a
técnica antes considerada como padrao-ouro para o diagndstico da esquistossomose mansoni,
apresenta sensibilidade limitada em situagdes de baixa carga parasitaria. Outra limitacdo sao
as relagdes complexas apresentadas entre cada técnica diagnostica isoladamente ou em
combinag¢do. O tamanho amostral no monitoramento de cura também ¢é outro fator limitante,
uma vez que ¢ decorrente do numero de individuos positivos detectados, e por ser um valor
relativamente baixo ndo permite extrapolar os resultados obtidos como providos de validade
externa. O guia de diretrizes STARD (STAndards for the Reporting of Diagnostic accuracy
studies) consiste de uma lista de 25 itens e tem como objetivo melhorar a acuricia e
completude da comunicacao de estudos diagnosticos, para permitir aos leitores aferir o
potencial para viés de um estudo (validade interna) e avaliar sua generabilidade externa. Neste
estudo, foi contemplada a maioria destes itens, como pode ser verificado no check-list do
Anexo 11.3.

Com os resultados obtidos podemos fornecer subsidios para a tomada de decisdao
diagnostica. Nossos dados sugerem que a escolha de um método para ser utilizado em estudos
epidemioldgicos dependera do objetivo que se almeja alcangar. Para o controle da morbidade,
a técnica de Kato-Katz seria suficiente, pois detectaria os casos com cargas parasitarias mais

altas e, assim prontamente, os pacientes seriam tratados nao permitindo que a doenca
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progredisse para quadros clinicos mais graves. Ja para o controle da transmissdo e para uma
avaliacdo clinica mais precisa, abordagens com maior sensibilidade seriam mais indicadas,
tais como as técnicas de Kato-Katz (com maior nimero de laminas) e do Gradiente Salinico e
os ensaios de PCR, especialmente este ultimo para laboratorios de referéncia que possuem a

infraestrutura necessaria para a execugao destes ensaios.

9 CONSIDERACOES FINAIS

Com este estudo podemos concluir que a limitagdo de sensibilidade dos métodos
diagnosticos disponiveis € preocupante em areas de baixa transmissdo. Ao longo dos anos tem
havido mudangas no perfil epidemiologico da esquistossomose em areas submetidas a agdes
de controle, com consequente aumento do nimero de areas de baixa transmissao e reducgdo da
carga parasitaria dos individuos portadores da infecgdo por S. mansoni, o que demanda o
emprego de métodos diagnodsticos mais sensiveis na identificacao dos casos.

Os resultados sdo relevantes particularmente para o aperfeigoamento das
medidas de controle da morbidade e de transmissdo. O emprego de um método sensivel ¢
fundamental para que a infec¢do seja detectada e o paciente seja prontamente tratado,
reduzindo assim a chance da doenca evoluir para formas clinicas mais graves (hepatomegalia
e esplenomegalia). Sob o ponto de vista do controle da transmissdo, este estudo reforga a
necessidade do desenvolvimento de abordagens diagnosticas novas com o objetivo de
aumentar a probabilidade de detectar individuos com cargas parasitarias baixas, evitando que
estes sejam os mantenedores do ciclo de transmissdo da doenca na area.

O modelo atual adotado pelo servigo de satde publica ndo elimina a massa critica de
infectados que permite a manutencdo da transmissdo, necessitando assim de repetidas
intervengdes o que torna este modelo ineficiente, logisticamente complicado e oneroso para os

cofres publicos.
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10 CONCLUSOES

1.

A analise de duas laminas pela técnica de Kato-Katz (procedimento de rotina dos

programas de controle) subestimou a prevaléncia real da doenga nas areas estudadas;

O aumento no desempenho da técnica de Kato-Katz pelo acréscimo do nimero de

laminas analisadas ¢ diretamente dependente da intensidade de infeccdo da populacao;

A técnica do Gradiente Salinico por apresentar bom desempenho e baixo custo pode

ser indicada para aplicagao em estudos epidemioldgicos;

As técnicas de biologia molecular, especialmente o ensaio de qPCR, se mostraram
alternativas viaveis, principalmente para o diagnostico da doenga em individuos com
baixa carga parasitaria. Embora ainda sejam de alto custo, poderiam ser utilizadas em

laboratdrios de referéncia que dispdem da infraestrutura necessdria;

Os dados de monitoramento de cura reforcam que a eficiéncia do controle da
esquistossomose depende ndao somente do diagndstico e tratamento dos individuos

infectados, mas também de ac¢des conjuntas de controle.

Com base nos resultados de desempenho das técnicas diagnosticas avaliadas nas duas
localidades de estudo foi possivel a construgdo de arvores de decisdo, conforme

apresentado a seguir.
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Figura 11. Arvore de decisdo gerada para a localidade de Tabuas com base nos resultados de

todas as técnicas diagnodsticas aplicadas nas amostras de fezes de 148 individuos. Os atributos

mais importantes para a constru¢do desta arvore foram o ensaio de qPCR seguido pela técnica

| casamnas

do Gradiente Salinico

= negativo = positivo
! Z
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Figura 12. Arvore de decisio gerada para a localidade de Estreito de Miralta com base nos
resultados de todas as técnicas diagnosticas aplicadas nas amostras de fezes de 142
individuos. Os atributos mais importantes para a constru¢do desta arvore foram a técnica de

Kato-Katz (24 1aminas), seguido pelo ensaio de qPCR e pela técnica do Gradiente Salinico
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12 APENDICES

12.9 APENDICE A

Tabela 32. Prevaléncia de helmintos intestinais entre os participantes da localidade Tabuas de

acordo com as técnicas Kato-Katz e Gradiente Salinico

Helmintos Kato-Katz Gradiente Salinico Prevaléncia
(n) (n) (%)
Ascaris lumbricoides 08 02 5,4 (08/148)
Ancilostomideos 16 06 10,8 (16/148)
Enterobius vermicularis 08 05 5,4 (08/148)
Trichuris trichiura 02 00 1,3 (02/148)
Taenia sp. 01 00 <1,0 (01/148)
Hymenolepis nana 00 02 1,3 (02/148)

12.10 APENDICE B

Tabela 33. Prevaléncia de helmintos intestinais entre os participantes da localidade Estreito de

Miralta de acordo com as técnicas Kato-Katz e Gradiente Salinico

Helmintos Kato-Katz Gradiente Salinico Prevaléncia
(n) (n) (%0)
Ascaris lumbricoides 01 01 <1,0% (1/142)
Ancilostomideos 14 14 9,8% (14/142)
Enterobius vermicularis 08 07 5,6% (8/142)
Trichuris trichiura 00 00 0% (0/142)
Taenia sp. 00 00 0% (0/142)
Hymenolepis nana 03 02 2,1% (03/142)
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12.11 APENDICE C

Tabela 34. Sintomas apresentados pelos participantes positivos da localidade Tabuas apds

avaliagdo clinica

Sintomas

Pacientes com avaliacao

clinica

Intensidade/Frequéncia

Dor abdominal

sim 05 (13,5%) 03 Fraca/Ocasional
01 Forte/Ocasional
01 Forte/Diaria
nao 32 (86,5%)
Diarreia
sim 01 (2,7%) 01 leve/rara
néo 36 (97,3%)
Fezes com sangue
sim 01 (2,7%) 01 pouco/1 x més
néo 36 (97,3%)
Melena
sim 0
néo 37 (100%)
Hematemese
sim 0
nao 37 (100%)
Total 37
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12.12 APENDICE D

Tabela 35. Sintomas apresentados pelos participantes positivos da localidade Estreito de

Miralta apos avaliacdo clinica

Sintomas Pacientes com avaliac¢ao clinica Intensidade

Dor abdominal

sim 12 (38,7%) 02 nao relatadas
02 Fraca
02 Média
03 Leve
03 Forte
nao 19 (61,3%)
Diarreia
sim 05(16,1%) 01 nao relatada
01 leve
01 forte
02 média
nao 26 (83,9%)
Fezes com sangue
sim 01 (3,3%) 01 pouco
nao 30 (96,7%)
Melena e Hematemese
sim 0
nao 31 (100%)
Total 31

100



Liliane Maria Vidal Siqueira Tese de Doutorado

13 ANEXOS

13.9 Artigo 01: EVALUATION OF PARASITOLOGICAL AND MOLECULAR
TECHNIQUES FOR DIAGNOSIS AND ASSESSMENT OF CURE OF
SCHISTOSOMIASIS MANSONI IN A LOW TRANSMISSION AREA

Este artigo ¢ resultado de experimentos realizados no 2° semestre de 2011, ano de
ingresso da aluna no doutorado. Este trabalho foi realizado com amostras fecais colhidas na
localidade Pedra Preta, municipio de Montes Claros, regido norte do estado de Minas Gerais.

A importancia do monitoramento de cura apods intervencdes terapéuticas em
individuos diagnosticados com esquistossomose estd baseada no fato de que a taxa de cura
esperada para o Praziquantel varia em torno de 80 a 90% e pelo fato dos individuos ndo-
curados serem responsaveis pela manutencao da transmissdo em areas endémicas. O objetivo
deste estudo foi avaliar técnicas de diagnostico parasitolégico e molecular para o
monitoramento de cura apds quimioterapia. Este estudo foi conduzido em uma érea de baixa
transmissdo, Pedra Preta, Montes Claros, Minas Gerais, Brasil. Para estabelecer a taxa de
infec¢do, uma combinagdo de exames parasitologicos foi realizada. Quatro amostras de fezes
de 201 individuos foram analisadas pelo método de Kato-Katz (18 laminas) e pelo método
parasitologico comercial TF-Test®. Todos pacientes com exame parasitologico positivo
foram tratados com um dose unica de Praziquantel, 50 mg/kg para adultos e 60 mg/kg para
criancas. Para estabelecer a taxa de cura dos 72 positivos, 69 foram seguidos apos 30 dias, 67
apos 90 dias e 61 apo6s 180 dias do tratamento. Para a comparagdo direta entre as técnicas
Kato-Katz (12 laminas ~ 500mg) e PCR-ELISA (500 mg) no estabelecimento de cura, a

mesma quantidade de amostra fecal de cada participante foi analisada.
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Evaluation of parasitological and molecular techniques for
the diagnosis and assessment of cure of schistosomiasis
mansoni in a low transmission area

Liliane Maria Vidal Siqueira’®, Luciana Inacia Gomes®, Edward Oliveira®,
Eduardo Ribeiro de Oliveira®, Aureo Almeida de Oliveira', Martin Johannes Enk®,
Midia Figueiredo Carneiro®, Ana Rabello®, Paulo Marcos Zech Coelho'
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Ttz iy evaluemed porasitelogical oud molecular techniguas for the diggnosis ol arsessment gf cure af schizto-
sombanis purren. A populmion-based stwdy war pevfiemed in 200 infabitanes from @ low transmizsion localiy roed
Pedra Preng, muric il gf Mowtes Claros, stare gf Minar Gerais, Brazil Four stool zavplas wers analvsed womg heo
fecipagues, the Kato-Fars® (K technigue (18 slides) and the TF-Test® io estabiich the ogfection rage. The posimiy
re gf 158 KE slides of four stoal sovgples war 25.9% 58200 ol the mm!:l_mn‘pma.emh}ﬂec:ﬂ techriguss (EE+TF-
Test®) produced a 35.8% posiiviy rae (722000 Furtheramors, a polmeerase chain peaction (PCR)-ELISA amsay pro-
m.raa‘a_pu:mm re g 25 4% @A :.Ls.'.ug:lm first sampie. AN 72 parients with posithe parasological Examns were
freaied with o single dose gf Prasiguoue® mud these purtenss were followsdlup 30, 00 aud 180 digys gifer treatmesnt
fo estabiish the cure pate. Cure rares obiamed by the analeris gff 12 K0 slides were 10024, 100% and 98 4% o 30, 90
v JE0 doys qter treareey, pespeciivell. POR-ELIZA reveaied cure rates af B8 528, 05 Fa aud 04.5%, respeciively
The digemostic and acressmens qf cwre for schistosomiasis segy reguire an ncremsed mumber g EOK slides or a test with
Figher sensinat); such ar PCR-ELISA, in sitwwtions gfeery low parasite load, such @ gffer tharapeutic Dusrvantions.

Eey wards: Schistosoma mamaoni - schistosomiasis - diazmosis - contral - low tramsmiszion area - Brazil

Approccimately 200-300 million peopls worldwide
are infectad by ome of the five mam species of Schi-
fazoma Of the infectad, 120 million poople are symp-
tormatic and 20 million are afflicted with a severe form
of the dizease. Approimately 779 million peopls are at
rizk of contracting the dizseass (Steiremann ot 2l 2004}
and 280,000 deaths per year are stiribated to this dizsasze
and itz complications (Van der Werf et al. 2003)

Schistozomiasis is an important public health problem
amd the development af siraple. lowr cost ad efficient dizs-
nostic methods that may be used on 2 masz scals, especial-
b im field work:, i= of fundarmental interest. Hovever, deci-
=ians ot individeal regmet, the sindy of morbidity doe
to schistosomuize:, the rapid identification of commmarities
at rizke of infection, evaleations of oare or reinfsction after
chemptharapy and the monitoring of control programes are
actions that depend primarily on the resalis of more acon-
rate and affartive disgnostic tests (Lizinger 10900

The comentionsl dmg;nuau- of 5 sumoni infaction
iz performed using the microscopic detaction of parasite
agg: in fasces. The Eato-Blatz (KE) techmigoe iz rec-
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ommended becawes it i3 guantitative, low cost and easy
to parform (WHO 19937 However, difficultiss arizs in
mdividual: with kow worm urden hecauss of the amall
rumber of 2ggs shed in the fzeces, daily variations of
owiposition by female worms and onty a small arpeant of
sarnple is examvined n 3 wingls slide spproximatsly 41.7
wz of faeces (Fongs et al 2001). hlany schistosomizsiz
cantrol programs adopted this procedure, which results
in zm underestimation of troe disesse previlence, par-
ticularly in lowr transmission aress and individuals with
low worm burdens (Enk et al. 2008 It i= scientifically
well demonstrated that the presence of 5. muarirond eggs
in a faaces sampls varies more on differant days than be-
tomen vartous slides, which indicates that the results ofa
Larger mamber of fascal examimations woald be idezl to
mare aocurately evalosts mfection prevalence (TRzinger
et gl 2001} Therefora, the possibility of falss negative
results cannot be exchided by negative stool esemine-
tians pm’ﬁ:-rmadusmg onby a few samples and slidas.

Advances in dissaze d.ug:n.usls aTe not satisfactory
despite incressed swareness of the dizsase Thiz decre-
tamt iz reflacted i the effectivenss: of contral programs,
which has becoms 2 major public heslth challeanze that
requires mnovative and more effactive stratezies, such
33 the uze of alernative diasnostic methadologie: that
wonld enzble astimates of prevalance rates that are clos-
er to reality (Enk et al Z008).

Aszzays for the detection of antibodies and antizens
ara promising strategies that are complementary to the
traditional parasitological examination. These methods
ara Furiliary assavs that can determine therapeutic Te-

erling | memorianiocficons ke
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o Dilagmoskic tests for schistosomibisls = Ullane Marma Widal Siquelrs =8 al

sponses and the persistence of infection, baf they are nat
usad in population surveyvs, becsuse sophisticated labara-
tory imfrastruciure mreqm.tedudﬂ:w.ma;m‘u::. of tests
ars in the validstion process. horeover, dizzmostic strate-
gies mmst e combined when thess aszays are used m low
endemic areas to obtzin a better estimate of the infection
rate of Schisterom in populations that ars at risk of the
dizease and evaluate the effectivensss of interventions,
such as chemptherapy (Cavalcanti =t al. 2013)

Commercially availsble invnonalogics] tests inchude
ELISA kits and indirect hasmagghrtination for the de-
tection of antibodies. Fecenthy, the Point-af-Cara (POC-
CCAZ] test was evalnated to detect circulating cathodic
anfizens in urine samples (Fapid hisdics] Diasnastics,
South Africs) and this test showed better sensitivity thamn
the KE technigue (Colley et al. 2013).

Moleoolar methods are wseful for the detection of low
parzzitic loads amd thess tests are highly sensitive for the
laboratary diapnosis of infections disesses. Fecent DRA
detaction sssays are drawing atteation becanse thelr ro-
tuzmess which makes these assays spplicabls for com-
rnity and indiqidual dissnozss of :chistosomiazis man-
soni. The pobinerase chain reaction (PCE) technigue is
hased on the amplification of 2 hizhly repetitive DPA
saguemcs for the disgnesiz of Schisroroma mapwoni infec-
tion in snails (Hamborger of 2l 1990} and it was adapted
for the dizznosis of schistosomizsis mansoni in nornam
faares by Pamtes et 2. (2002). Thiz work mandardized and
evalnated the techmique in endemic arezs and i defecied 1
fe of 5. sampsord DA The specificity of thiz methad was
damansirated by the sheence of the DRA of other helrm-
inths (Ascaris lumbricoides, Ancjdozioma dusdenale, Ne-
cimor americarais, Thevig solium and Trichuris trichiurdg),
which conwmanly infact people in endesmic areas. Hoa-
EvEr, ﬂlut&d:m:qmr&qur& zeveral steps after DA arm-
plification, including gel elactropharesis, which limits the
rumber of samples that can be comveniently snalyzad.

The szme group of researchers developed a PCF-ELL-
SA zyztern for the detection of Schistesosss DHA in bu-
man fasres 23 an alternative approach to the diagnosis of
light infection: (Gomss et 2l 20100 This system permits
the detection of DNA amplified by BCF using an ETI2A4
platform, which mezsures colorimetric intensity in a mi-
croplate readar. The proposad PCE-ELTZA spproach was
used for the diagnoesis of 2 popolation in an endemic ares
in Brazil and 30% were found to be infected comparad
with the 18% found using microscopic fecal examins-
tion. The gewns specificity of PCR-ELTSA was aszazzad
using parifisd DRA from 5 seoesoni, Seiiziosomd Roe-
maobium, Schistosorea Bovis, ScRiztosoma Miercola-
tuse, Schizfosoma japodc sy, Schistosoma magreboeiel
and Sckhiztosoma rhodomi adult worms, The advantags
of PCE-ELISA compared with comventional PCE. iz that
the combined technique uzes standard equipsmest that iz
widely usad for the processme of ELI%A: and the re-
aZenls are asy to abtain cormmercialby.

Therefore, this study evabizted the diaznostic per-
formance of the K technique plus the TF-Test™ and the
malecnlar gszzy PCR-ELTSA for the lsboratory dizgno-
=iz of schistosomizsls mansani and assessment of oore in
3 lovey transmission ared.

SUBJIECTS, MATERIALS AMD METHODS

Srudy area and popriation - This stedy was performed
in 2002 in the commmmities of Buritl 3eco and Wormo
Grande, which pertain to Pedra Preta, 2 little villaze ina
achistozormizsiz endemic area of the naral regton ofhontes
Clarps, state of hiinas Creraiz, Brazil This ares was cho-
2en becanse the population shows 2 bow migration index
(fizad resident population) and the mfaction rate in 20035
when the Last trestment oocurred was 12% according to
datz provided by the Control Certre of Disezses of Dlan-
tes Claros. The popuolations of the two comermmities wers
inchaded in this study, which included 200 participants, 93
women znd 108 men, zzed between ons-048 years.

Ligenastic techrigues - An in depth anaby=is of stool
samples, mclading a combination of parasitalogical ex-
aminations, was performed before trestment to establish
the infection rate. This initial analyzis was called the
“Feference Tast” Four stool samples fom 2l partici-
pants were collected and mmabyzed using the Fato-Faiz®
techmique [Biomamsuwinhos-Oswaldo Croz Foundation
(Fiocruz), state of Fio de Janeiro, Brazil] and the com-
mercizl test TF-Tast= (Imammoaszay Com Ind Lida, Bra-
zil} as described by Sigoeira of al. (2011). The BCE-ELI-
2A aszay was used on 500 mg of the first stoal zample of
eadi;arhupaut for comparizon with the parasitological
tests and evaluation of dizznostic accuracy (Fiz. I

Kyo-FEaz® - The EE test was applied using 13
alides that were prepared as follows: 12 zlides of the frst
sample and two slides of the secomd, third and fourth
samples were analyzed for 3 total of 730 mz of faeces for
each participant (18 = 41.7 ms).
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Fig. 1: flowchart of stool axansinations accord ing o diffurens diagmostic
bechriques for establishing infection raie and the follow-zp of postives
aftar treztment. EX- Fato-Fatx, PCF: pohmerasa chais reaction.
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TF-Test™ - The TE-Test™ was performed on the first
three samples using portions of 300 mz, totalling 1500
mg of faeces, which was processed with 3 mL of ety
acetate and one drop of deterzent and cenftrifuged for 2
min at 300 g

FCR-ELISA aengy - DA from 500-me stool sam-
ples was isolated wzing the commercizl kbt QlAsmp®
DA Stool Blini Eit, following the manofacturer’s rec-
onvpendations (Ciagen GhbH, Germany). 4 121-bp re-
petitive sequence of 5. samsoni (Hamburger et al. 1001)
was amplified using 2 forward biotinylated primer (5°-
CGATCTGAATCCGACCAACTE-3") and reverse pritner
(F-ATATTAACGCOCACGCTCTC-3T), accarding to
the protocols described by Gomes ot al. (20100, The am-
plicons wers detectad in an ELTSA plate sensitized with
straptavidin nsing 3 flucrescein -labeled probe (3°-T0G-
GITTOGEAGATACA ADGEA-3 ) with available reagents
in the commercial kit PCE. Plate Detection  according to
the manufactorer's reconvmendations (Sizma, TIEA) All
erperiments were performead in duplicate and data repra-
zemt the mesn valoes. Posithve camtrols extracted fram 5
nuansor ezgs and negative contrals (water and negative
control of PCE) were added to each PCE-ELIZA aszay.
The recaiver operating characteriztic corve (RO deter-
mined the cat-off value of 0114, Individuals with 2 mean
abzorbemce shove the ont-off were considered positive.
The homan beta-actin gens was amplified wsing the
primers Acpl (F-ACCTCATGA AGATCCTCACC-3T),
biotimylated in the 3 region and Acol (3-0CATCTCT-
TGCTCGAAMGTCC -3") as a contrel for varistions in the
efficiency of DMA extraction mmd PCE-

Products were detected using a fluarescein 5-zbeled
probe (F-TCTCCTTAATGCACGCACG-3") n the PCR-
ELIZA syztem as described by Gomes ot al. {201

Ome stool sample of each treated participant was
anzlyzad after traatment to establish the cure rate us-
ing the KX technique exzmining 12 slidss par sample
and the PCE-ELIZA aszay, which uzed 500 mg of the
zame stool sample.

Comparicons of different diammoctic @Mhes -
Drizsnostic parametars were caloulated using three dif-
ferent approachss for comparison; (§) two-slide EE ax-
arpination, which iz the corrent recommmendstion of the
Brazilian hMiniztry of Health for the national schistoso-
miasiz control program. (G 13-slide KE exsminstions
to observe the dizgnostic parameters using the szme
arnount of faeczl materizl and (G} the Feference Test
described above 2 an appromimation of the real infec-
Hom rate to evahiate test parformance.

Stamisrical araiysis - The software OpenEapi, w303
(Diean et al. 2014)was nsad for statistics] anabyses. Co-pos-
itivity and co-nesstivity valoes wers calonlated with 95%4
confidence imtervals (CT) for each of the three approaches.
The level of diagnestic agreement between different diaz-
nastic technigaes was detarmimed wsnes the kappa coef-
ficient. Landizs and Foch (1977 demonstrated poor con-
condancs when this coefficient was lower than (20, weak
concardance betwesn 0.21-040, moderate concordance
betoveen 041-0060, zood concordancs betwesn 0L61- 080
and excellent concordance whan kisher than 081

Trearmery off positives - All participants who were
positive for schistozomiaziz sz detected using the pars-
sitological techmnigues were traated with 2 single dose
of §0 mz/ke praziquantel for children and 50 me/ke for
adults. Infections with other helminths were treasted ws-
ing a zngle dose of 400 mz albendazala, 2= proscribed
Ty the Brazilian Ministry of Health.

Cure arressment - Cure amsessments wers performed
30, 90 and 180 day: post-trestmeant. Sixt-nine of the 72
positive patients ware followed wp 30 d.EﬂaftE[treatmeu:r,
&7 patients weare followad wp after 00 days and 61 patients
ware followed up after 130 days. One stool sampls Som
gzch participant was anshyzed nzing the EKE technigne
(12 slides per sample) and the PCR-ELISA assay, which
was applied to 500 mz of the same stoal zampls.

Erhics - The Ethical Fesearch Committee of the Fe-
gearch Centre Fene FachouFiocruz (CEPSHCPOEER.
05/200E) and the Mational Brazilian Ethical Board (Sci-
entific Opinion 7842008, COMEP 14880) approved this
study. The objectives of this study ware presented and
explzined to 2l participants and writhen comzant was ofb-
tained from each individual who sizned & form prior to
enrolmeant in this shady:

RESLILTS

Seventy-two of the I01 stool samples stamined
ware positive using the Feference Test Two-slide KK
examination of the same sample, which is the currem
recomumendation of the Brazilizm Biimistory of Health for
the national schistosarpizsis contrvol program, detectad
16 positives (8%4), exsmination of 12 KK slides detectad
2% positives (14.4%), 13 EE =lides detectad 38 positives
[18.2%4), 32 positives (15.0%4) wera detected uzins the TF-
Teat™ amd 47 positives (23 4%) wers detacted nzing PCE-
ELISA (Fig. 2). The comparizon of PCE-ELIS A with tomo
EK slides, which correspondad to 834 mg of faeces, re-
vaaled that the co-positivity of PCE-ELISA was 85.75%
(CI: T1.67-98.20%) and the co-negativity was 82.7% {CI:
T5.5-8747 The comparison with 12 EE slides of the
same sample which corresponded to 500 me of fasces
[41.7 m= x 12 = 300 mg), demanstrated a co-positivity
of PCR-ELIEA of 82.66% (CI: 73.61-06.42%%) and a co-
negativity of 87.8% (C1: 82.06-00L87%4) (Tabla I

Crut of 47 positives detected by PCR-ELISA usmg
300 me of the first sample, 12 wers not identified by
the Feference Test Thirfy-seven positives only ware
detected by the Fefarence Test, however the first aszay
was achieved with a single sarmple and the parasitelozi-
czl combination with four samplas,

The kappa index was czloolsted to evaloate agree-
tent amons the methods. Twa EE slides showed mmoder-
ate azreement with PCE-ELISA (kappa indsx of 0.405)
and 17 slides showed a substantizl asresrment (kappa in-
dex of 0.616) (Tabla IT). The PCR-ELIRA aszay showed
moderate agresment with the Feference Tast ['ka;lpam—

de of 0.426) (Tahle III).

The oure rate 30 days after trestment using the E¥
techmique was 100%0 and one positive individosl was de-
tected wzing PCR-ELTSA {oare rate of 95.5%). Thres posi-
tive individnzls were detectad vzing PCR-ELIZA 90 days
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Fig. I dizgmostic perdormance of parasiological and molecular
techrigags using w00l samples, Pedra Preta, mesmicipality of Momtes
Clarcs, state of MNomas Germis, Bragil 1008, EE- Haso-Hatx, PCR:

TAELEI
Pesnlt: of co-posiinty and co-negativity for pelyvmeraze
chain reaction (PCE-ELISA in relation to two Eato-Eatz
(EE) sldes and in divect comperison with 12 KE shides for
the detection of mfection with Schiziesoma maesont

PCE-ELIZA
EE Yo ()
PosIvICY r2ie:
Yenm) Co-posithvity  Co-negativity
B (187201) LAT{134) BIT{133/185)
[2 elida: = 83 4 mE)
144 {220200) BOT 26720 2TE (15117

(12 slides = 300 mg)

after treatment (oore rate of 95.5%), bot these patients
wers not identified using analyssz of 12 KE dlides. The
cure rate 180 dayvs affer treatment was 98 4% wsinz EF (1
aut af §1) and 946.3% using PCR-ELISA (2 gut of §1), with
& final oare rate of 83 1% 3 out of 61) (Tabl= TV L

DHSCILISSIOM

Evalostions of PCE-ELIZA g:zay showed promizing
ragults, This aszay proved a vahisble tool for the dias-
nozis of schistosomizsiz despite itz ralatively hizh cost.
PCR-ELISA cam be applied to comparisons hetwesn di-
zEmoatic methods and it is very usefiol o coafirm sus-
picious cazes that were not detected using comventional
parazitological methods and evaluate core control after
chemotherapeutic weatment.

The PCE. technigue iz widely uzad for the diaznosiz
of several lnonan dizsases, but its application in neglact-
ed dizeazex especizlly schistosomiasis, ware explored
anby receatly. Poates et al. (2002) first dascribed the use
of PCF. in faecal samplas for the diazmosiz of schistoso-
miiazis. Some authars obtamed hizh sensitivity and spec-
ificity (Pomtes ot al. 2003, Allam ot al 20090 compared
to routing parasitological examinations, swch as the KE
techmique (Eatz et al 1971

The positivity rate detected using PCE-ELIZA was
23.4% in the presemt stody, which was higher than the
14.4% wzing EFX technique (11 slides). However, thres
participants who exhibited shedding eges in fasces (di-
genosed nsing the KE technique) were not identified us-
ing PCE-ELISA, which may be explained by the absence
of ezzs i the samples examined by PCE aszzy, the pres-
ence of Ty DA pobymerase engyins inhibitors ar fail-
ure i extractian, although the positive internal contrpl
(homan betz-actin gene) was detected in thess samplas,
Further, the DINA from these negative PCER-ELISA sam-
plas were diluted 1:10, 1:20 and 1:40 and azzayved azain o
emchade the possibility of mhibiting the reaction, ut the
rasults were idantical to the inftial as=ay.

PCE-ELISA datected 20 pesitive casss that were
not identified using the KK technique {12 shdes) Cur
data corroborats the findings of Allam et 2l (2005 who

TAELEIL

Comparizon and azreement betwesn resalts detectad by the pohymerase chain reaction (PCF)-ELISA
im relation to Eato-Eatz (KE) method wsing two and 12 slides of the same stool zampls

EK EE

(2 slides = 834 mz) {12 shides = 300 mg)

Pozitive IMegative Total Poaitive Mzzative Tatal
PCR-ELIZA Positive 15 i 47 Positive i bl 47
(500 mg of
the L:t zampls) Hagative 1 153 134 Hzzathre i 151 154
Totzl 1d 183 201 ] I 20

Eappa indey .405 Eappa index- 0416
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TAELE I
Cerparsson 2nd agreement betwesn results detected by the
Faference Test and polymeraszs chain reaction (PCF)-ELISA*

Feforence Tast
Positive  Megative Totzl

BCE-ELIZA Poaitive 3 12 47
(500 mg of
the 15t sample)

HMegative 37 117 154
Total T2 1

Eappa=0426

o four samples = 18 slides of Eato-Eatz + TF-Test=; b: singls
sample

showved that PCE. detected 23% positive cazes amongst
negztive samples for 5 suwesons wsime the KE techmnigue
fromn individuals living in @ bypoendesmic area Similar
results were found by Fabello et 2l (2002 2ad by Pontes
at 2l (2003) neing corventionz]l PCE. and visualisation
on zel elactropharesiz, These authors reported that 16 out
of 104 participantz exhibited positive PCE, ot did not
present egEs in feces, wheress tao positive participants
nsing the EKF method were negative using PCF. Pontes
et al. (2005) explamead that the positive cazes that were
naot detected nsing PCE. could acour during the DA am-
phﬁm:mmmasa:mhaftmfamﬂ such a3
amplificarion imhibiton by faacal OrA deaz-
Iadxhund'mtau@mﬁhﬂnf[:mﬁl&ﬁddtﬂﬂm]ahﬂ-
ratory ar the gheence of ezzs in the sample axamined
A study by Gomes et al. (2010) demonstrated that
PCE-ELIZA zzzzy anzbysiz of stool samples from 2046
individualy from an endesmic area compared with 12
EE =lide: from a single sample revesled 3 sansitivity of
97 4% and specificity of 85.1%, which are hizher tham the
vabaes in our study. This difference may be explained oy
fartars that are inherent in the experimeantal procedares,

3

which may generats errars ralated to the detection of
parasite DA, itz degradation doring biological sample
callection or absence in the sample analbyzed. The need
for well-trained technicians who rigoronsly zpply goal-
ity comtral meszures at all stages of the reaction shouold
he strezzad to avoid falsepapative or false-positive Te-
sults from contamination.

Molecular methods rmay suffer 2 loss of standardize-
tion (reproducibilind and srensth when “in honse ™ tech-
niques ars uzed. These criteris are reguired for the pos-
sibile spplication of thess methods in comtrol programs
[(Goemes et al. 20080 Faecal zamples are difficult to wss
for molscular mmabyses. The commerciz] kit QlAarmp®
DA Stool Mimi Bt was used in this study for DA ex-
traction from staal to svaid methodological interferences
i the proceduars, Plyzical methods (g.2., separation of
rooms and materials and the ose of laminar flowr haood
with ultraviolet light) were utilized thronshout the exper-
iment to rinimizs the chances of sample contamination.
Thmter_hmqlmreqlmu laboratory infrastacars and a
mare carnplen operating engzzement. Therefore, it i= in-
dicated for diagnosiz of Schistosomu spp in special situ-
atians, when high sensitivity and specificity ars regoired
auﬂm.frastrucmreuauﬂahlemahd[aetalﬂﬂﬂ"}.

A preater muomber ufpa:asjﬂ{ infections with low
wiral load are detectad stic methods with
increased sensitivity. Seventy of the T2 {97.2%) individ-
uals infected by 5. mepwoni prezewted lowy worm bor-
den [1-100 egzs per gram (epg)], one mdnddueal showed
mediom parasite burden (156 epg) and another patient
showed a high intensity of infection (355 epg) as evalu-
ated using the Feferance Test.

The gaseamment of cure after treatment uzing the KE
technigue and PCR-ELISA azzay showed a decreass of
mfected individuzls, Different reasons may explain the
differences in cure rates between these techmiques. For
examiple, DA from dead worms or eggs remaining m
tizsues can be excreted in fasces for 2 perod of time af-
ter treatment. Anpther reazon 1z that the sensitiviny of the
BCR-ELISA for the detection of low parasite bordens is
greztar than the EE technique (Wichmann et al. 2013)
The lower care rate six months after treatment may be
explained by the temporary mtermaption of the ovipasi-

TAELEIV

Aszezzment of cure 30, 80 and 180 days after treatment by the Eato-Eaz (EE)
and patymerase chain reaction (PCF)-ELISA techmiques

Cre rate
Yo
Techniques 3 days A0 days 150 day=
EE 100 (E5E) 100 (6T6T) QB4 {B0EL)
(12 slides = 500 mg)
PCE-ELISA B2 3 (865 035 (64487 Q6.5 [(FEL)
{300 mE)

106



Liliane Maria Vidal Siqueira

Tese de Doutorado

4

tion by famals waorms as 2 result of treatment and a re-
sumnption of oviposition at a Later time. These individuals
alsp may have been re-infectad beczuse of the constamt
exposure they may suffer in the endemic areas.

Manzgers of comtrol programs in areas of low frans-
mission muast choose betwesn the KE i with
variows samples or PCR-ELISA aszay to detect the lare-
eat number of infacted individoals nsing a single sample
Totzbly, the first techmigue is less expensive, Inat the lat-
tar techmique is more scourste The cost of PCE reazents
1z 115 310 par faacal sample (Gomes ot al. 20000, bat thezs
costs are greathy reduced when the technigus i= atilizad
on @ large scale. PCE. alzo provides good precizion (repro-
ducibility and repestability), i= gemns-specific and may
estimate wortn burden which correlates with the vahes
of epg of f2aces determined u=ing the KE technique

The rezaltz obtzined wsing PCR-ELISA suppart the
development of 2 promising diagnostic method that ooy
usas 3 fzecal sampls. This techniqus represents an Dpor-
tant step forward to suppart shadies on spidemiclozy and
dizezze cowtrol, especially when the cost wounld be reduced
by the use of indusrizl scale prodoction. The a:zes=ment
of core in situations afvery low paraszits load, swch as after
therapeutic intervention:, may require increzssd mumbsrs
of EE slidss or a test with higher sensitivity than BCE-
ELISA. This study alzo demanstrated 2 low positivity rate
during follow-up after treatrment, which indicates that mm
in-dapth dizgnostic survey iz more effective and it may
Likzely prevent suocessive treslrmants.
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13.10 Check-list do guia de diretrizes STARD para estudos de avaliacio de acuricia

diagnostica

Sec¢ao e Topicos

Item

Check-list

TITULO/RESUMO/
PALAVRAS-
CHAVE

Identificar o artigo como um estudo de acuricia
diagnostica  (recomendado  usar 0os  termos

sensibilidade e especificidade).

v

INTRODUCAO

Afirmar a questdo de pesquisa ou objetivo do estudo,
tais como estimar a acuracia diagnostica ou comparar
a acuracia entre dois testes ou entre grupos de

participantes.

METODOS

Participantes

Descrever a populacdo de estudo: Critérios de
inclusdo e exclusdo, locais onde os dados foram

coletados.

Descrever o recrutamento dos participantes: O
recrutamento baseou-se na apresentacdo de sintomas,
nos resultados de testes prévios, ou no fato de que os
participantes tinham recebido o teste indice ou o de

referéncia?

Descrever a selecao dos participantes: A populagdo de
estudo ¢ uma série consecutiva de participantes
definidos pelos critérios de selecao nos itens 3 e 4? Se
ndo, especificar como os participantes foram

posteriormente selecionados.

Descrever a coleta de dados: A coleta de dados foi
planejada previamente a realizagdo dos testes indice e
de referéncia (estudo prospectivo) ou apods

(retrospectivo)?

Testes

Descrever o padrao de referéncia e seus fundamentos

Descrever as especificagdes técnicas do material e

métodos envolvidos, incluindo como e quando as
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medidas foram realizadas, e/ou citar as referéncias

para o teste indice e de referéncia.

Descrever a definicdo e fundamentos para as
unidades, pontos de corte e/ou categorias dos

resultados do teste indice e de referéncia.

10

Descrever o numero, treinamento, experiéncia das
pessoas que executam a leitura dos testes (indice e

referéncia).

11

Descrever se os examinadores dos testes indice e
referéncia realizaram os testes as cegas (mascarado)
frente aos resultados de outros testes e nao dispunha

de nenhuma outra informacao clinica.

Métodos estatisticos

12

Descrever métodos para calcular ou comparar
medidas de acuracia diagnostica e métodos
estatisticos usados para quantificar incerteza (ex:

Intervalos de confianga de 95%)

13

Descrever os  métodos para  calcular a

reprodutibilidade, se realizada.

RESULTADOS

Participantes

14

Relatar quando o estudo foi realizado, incluindo datas

de inicio e fim do recrutamento.

15

Relatar caracteristicas clinicas e demograficas (idade,
sexo, espectro de gravidade dos sintomas, co-
morbidade, tratamentos atuais e centros de

recrutamentos).

16

Relatar o numero de participantes que satisfazem o
critério de inclusdo que realizaram e ndo realizaram os
testes indice e/ou o padrao de referencia; descrever
porque os participantes falharam em receber cada um
destes testes (um diagrama de fluxo ¢ fortemente

recomendado).

Resultados dos

17

Relatar o intervalo de tempo entre os testes indice e

padrao, e qualquer tratamento administrado entre eles.
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testes

18

Relatar distribuicdo de gravidade da doenga (critérios
de defini¢do) naqueles com a condi¢do alvo; outros

diagnosticos em participantes sem a condicao alvo.

19

Relatar a tabulacdo cruzada dos resultados do teste
indice (incluindo resultados indeterminado e perdido)
pelos resultados do padrao de referéncia; para
resultados continuos relatar a distribuicdo dos
resultados dos testes pelos resultados do padrao de

referéncia.

20

Relatar qualquer evento adverso atribuivel ao teste

indice e de referéncia.

Nao se

aplica

Estimativa

21

Relatar as estimativas de acuracia diagnostica e
medidas de incerteza estatistica (ex. intervalos de

confianga 95%).

22

Relatar como os resultados indeterminados, dados
perdidos e “outliers” do teste indice foram

administrados.

23

Relatar as estimativas de variabilidade da acuracia
diagndstica entre sub-grupos de participantes, técnicos

ou centros, se realizado.

24

Relatou as estimativas da reprodutibilidade do teste,

se realizado.

Nao se

aplica

DISCUSSAO

25

Discutir a aplicabilidade clinica dos achados do

estudo.
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13.11 Ficha Clinica e Epidemioldgica aplicada aos participantes positivos para S.

mansoni das localidades Tabuas e Estreito de Miralta

4 +"  Ministério da Saude
1 Fundacdo Oswaldo Cruz
Centro de Pesquisas René Rachou

FICHA CLINICO EPIDEMIOLOGICA

Nome do Paciente n° de controle
Endereco Atual Data ! /
Endereco Anterior (s6 na mesma localidade)

Naturalidade

(Local - Municipio — Estado)

Médico
1- Dados Pessoais e Familiares (Questionario socio-econdmico) n° ident.
1.1- Data de nascimento: / /
1.2- Idade: anos
1.3- Sexo: Feminino( ) Masculino( )

1.4- Estado Civil: Solteiro{a) ( ) Casado(a) ( ) Viave(@) ()
1.4- Naturalidade: Zona Urbanz () Qutra( )

1.5- Ocupagio Individual:

1.6- Lugar onde exerce a ocupagéo: Z. urbana( ) Z. rural( )

1.7- Ocupagéo do chefe de familia:

1.8- Grau de escolaridade:
1.9- Tipologia da habitagdo: Tipo I( ) Tipo () Tipo HI( )

1.10- Abastecimento da agua do domicilio: Encanada da rede publica( )

Outra( )
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2- Contato com aguas (colegdes hidricas) no ultimos 60 dias

2.1- Relata contato: Sim( )

2.2- Frequéncia de contatos: Diario( )

Nao( )

Semanal( )

Mensal ou menos( )

n° ident.

Quinzenal( )

2.3- Motivos de contatos:
’7 CONTATO Freqiiéncia de contato com agua T
Variaveis/ Anual
Motivos sim | Nio | Diaria | Semanal | Quinzenal | Mensal | Semestral ou Local
Menos
Buscar agua

Lavar roupa

Lavar vasilha

Tomar
banho/higiene

pessoal
Nadar (lazer)

Pescar

Atravessar
corrego

Trabalhon a

lavoura
Regar horta

Retirar areia
e/ou minério

Outros (especificar)

2.4- Grau de contato:
Graul{ )

pontos
Graull { )

OBSERVACOES
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3. Sinais e sintomas (nos Gltimos 30 dias) n° ident.

3.1.

3.2.

3.3.

3.4,

3.5.

3.6.

3.7

Dor abdominal: Sim{ ) Na&o( )

3.1.1. Intensidade:

3.1.2. Frequéncia:

3.1.3. Local: Difusa ( ) Perium. () HD( ) HE( )
Epig. ( ) Fi( ) NA( )

3.1.4. Caracteristicas: Célica ( ) Pontada( ) NA( )

Diarréia: Sim () Nao( )

3.2.1. Intensidade:

3.2.2. Frequéncia:

Fezes com sangue: Sim( ) Nao( )
3.3.1. Intensidade:

3.3.2. Frequéncia:

Melena: Sim( ) Nao( )
3.2.1. Intensidade:

3.2.2. Frequéncia:

Hematemese: Sim ( ) N&o( )
3.2.1. Intensidade:
3.2 2. Frequéncia:

Outros: Sim () especificar,

Nao ( )

Assintomatico: Sim( ) Néo( )

4. Antecedentes pessoais: n° ident.
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4.1. Tratamento Anterior:

4.2. Hematemese:
4.3. Esplectomia:
4.4. Ictericia:

4.5. Alcoolismo:

4.6- Convulsodes:

4.7- Antecedentes familiares: Sim ( )

Sim( ) Nao( )
Sim( ) Nao( )
Sim( ) Nao( )
Sim( ) Nao( )
Sim( ) Nao( )

Sim( ) Nao( )

N&o ( )

Desconhece( )

4.1. Tratamento anterior
10

Tratamento Atual

Droga:

Data:

Posologia:

Forma de
administracéo:

Resultado:

Local:

Esta em uso de outro medicamento? Qual?

Amenorréia?

Gravidez? Esta amamentando?

Obs:

4.3. Esplenectomia: Data e local:

Obs:
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5. Exame Fisico n° ident.

5.1. Aparelho Cardio-Vascular

T PA PULSO | AUSCULTA Obs:

5.2. Abdome
5.2.1. Ascite: Sim( ) Nao( )
5.2.3. Circulagdo Colateral: Sim () Nao ( )

5.3. Figado
5.3.1. Palpavel { ) N&o palpavel ( )
5.3.2. Se palpavel: L. Direito cm do RCE

L. Esquerdo ___ cm do Ap. Xiféide
5.3.3. Dorapalpagdo: Sim( ) Néo( )
5.3.4. Superficie: Lisa( ) Nodular ( )
5.3.5. Consisténcia: Normal ( ) Endurecida( ) Duro( )
5.4. Bago

5.4.1. Palpavel ( ) Nao palpavel ()

5.4.2. Se palpavel: cm do RCD
5.4.3. Dor a palpagdo: Sim () Naéo( )
5.4.4. Consisténcia: Normal ( )  Endurecida ( ) Duro ()
5.5. Forma Clinica
Tipo1( ) Tipo Il () Tipo Il ()
5.6. Apresentagdo Clinica

Intestinal( ) Hepatointestinal( ) Hepatoesplenico( )
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13.12 Carta de Aprovacio pelo Comité de Etica em Pesquisa

Ministario da Sadde

FIDCRALUZ

Funedagio Oswaldo Cruz

Centro de Pesquisa Rend Rachou
Camité de Etlca

MEMORANDO N°47/2013 CEP - CPqRR/ FIGCRUZ / M8

Bele Horizonte, 02 de Outubro de 2013

Para; Dr. Panlo Marcos Zech Coelho
Laboratério de Esquistossomons
Centro de Pesquisas René Rachou
Fundagio Oswaldo Crus

De! Liléia Gongalves Diotaluti

Vice-Coordenadora do Comité de Etlca em Pesquisas Envolvendo Seres
Humanos

Centro de Pesquisas René Rachou - Flocruz Minas / MS

Assunto: Emends - Modiflcagées no Protocolo de Pesquisa.
Pregado Dr. Zech Coelho,

Foi analisada a solicitacho de uma nova Emenda - Modificacdes no Protocalo de
Pesquisa, com o conclusao do Estudo até Julho de 2015, referente ao projeto
intitulado “Avaliangio de novas técnicas para detecgio de Schistosoma mansoni
em  pacientes de dreas de baixa endemicidade®, Protocols CEP-CPqRR nr.
03/3008, tendo sido considernda Aprovada por este Comité de Etica Firma-se
diante deste documento a necessidade de serem apresentados os relatdrios parciais e final

Atenciosamente,

jl 1\.“.-’\ o .-'-.--\.A-*tl
L{.ﬁriii Elit-ILE.gi-.a‘.T'
Viee-Coordenadora do CEP - CPgRR

Aw Augusio da Lirn. 1718 Ba=n Profn 30190-002. Beio Honroete — MG - Brad
Tel 39 Cx)l XMR-TATY Fun 39 Gxed ! KME-THDS Aitpo Ve cpg . Aooree ir
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13.13 Termo de Consentimento Livre e Esclarecido e Termo de Assentimento Livre e

Esclarecido

Ministério da Saude

FIOCRUZ
Fundacio Oswaldo Cruz

Centro de Pesquisas René Rachou
Laboratério de Esquistossomose

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
para responsaveis por menores de idade

Voce esta sendo convidado para participar da pesquisa: “Aprimoramento e validacdo de novos métodos
diagndsticos para esquistossomose mansoni em dreas endémicas de baixa transmissdo, antes e apos
intervenc¢do terapéutica”:

Equipe responsavel:

Paulo Marcos Zech Coelho (CPqRR / FIOCRUZ — Ministério de Saude) — Tel.: (31) 3349 7740.
Naftale Katz (CPqRR / FIOCRUZ — Ministério de Saude) — Tel.: (31) 3349 7740.

Nidia Francisca de Figueiredo Carneiro (Secretaria de Satide de Montes Claros) — Tel.: (38) 8823 2636.

Para maiores esclarecimentos entre em contato conosco.

- Informacoes Gerais:

A Esquistossomose (xistose, barriga d’agua) ¢ uma doenca que se adquire no contato com aguas que
contém caramujos infectados. Em alguns casos pode produzir barriga d’agua e sangramentos (no vomito e
nas fezes). Estes casos felizmente sdo raros porque hoje existem medicamentos que curam a maioria dos
doentes. Vocé foi selecionado porque sua localidade apresentou casos da doenca e sua participagdo nao ¢
obrigatdria. A qualquer momento vocé pode desistir de participar e retirar seu consentimento. Sua recusa
ndo trara nenhum prejuizo em sua relagdo com o pesquisador ou com a instituigao.

- Descricio da Pesquisa

Objetivos: O presente estudo visa aperfeicoar técnicas de exames de fezes, de urina e soroldgicas (exame
de sangue) para o diagnodstico e controle de cura apds tratamento com Praziquantel (remédio em uso no
Brasil).

Descricio do Estudo: Serdo colhidas amostras das fezes, urina e também serdo colhidas pequenas
quantidades de sangue (10 ml) antes e apds o tratamento. Os exames de fezes irdo detectar os ovos dos
vermes com mais precisdo. podendo facilitar assim. futuramente, o controle da transmissao das doencas.
Os exames de sangue e de urina tém como proposito detectar anticorpos e antigenos (substancias
especificas no sangue) e DNA (tracos do parasito na urina) que ajudam a reforcar o diagnostico da doenga
e confirmam a cura apos o tratamento.

Beneficios: Os participantes que apresentarem infec¢do detectada pelo exame de fezes serdo tratados
gratuitamente com Praziquantel ou oxamniquine, no caso de xistose e com Albendazol ou Mebendazol em
caso de outras verminoses. Serdo também dadas nogoes de higiene com o objetivo de evitar a transmissao
das verminoses.

Av. Augusto de Lima, 1715, 30190-002 Belo Horizonte - MG - Brasil
Tel.: (+53) (31) 3349 7740 - Fax: (+35) (31) 3295-3115
E-mail: coelhopm@cpqrr.fiocruz.br

117



Liliane Maria Vidal Siqueira Tese de Doutorado

Ministério da Saude
FIOCRUZ
Fundacio Oswaldo Cruz

Centro de Pesquisas René Rachou
Laboratério de Esquistossomose

Riscos em potencial: Os riscos para os participantes sdo minimos. Existe o desconforto da picada da
agulha no momento da retirada do sangue. Os efeitos colaterais dos medicamentos sdo poucos e
largamente compensados pelos beneficios do tratamento e da cura das verminoses.

Permissio para revisio dos dados (confidencialidade): As informacdes obtidas atraves dessa pesquisa
serdao contidenciais e asseguramos o sigilo sobre sua participagdo. Os dados ndo serdo divulgados de forma
a possibilitar sua identificagdo. Vocé recebera uma copia deste termo onde consta o telefone e o endereco
institucional do pesquisador principal e do CEP - CPqRR. podendo tirar suas duvidas sobre o projeto e sua
participagao, agora ou a qualquer momento.

Entendimento por parte dos participantes: Eu pude fazer todas as perguntas relacionadas ao presente
projeto e autorizo a equipe de pesquisadores acima relacionados a me incluir ou aquele(s) que estdo sob a
minha responsabilidade, na presente pesquisa. Estou ciente que a qualquer momento poderel interromper
minha participagdo no projeto sendo garantida a assisténcia médica necessaria. Posso. a qualquer
momento, discutir questdes relacionadas aos meus direitos, relativas a qualquer aspecto do presente projeto
durante ou apds sua execugao.

Consentimento: Com base no exposto, estou ciente dos procedimentos que serdo realizados durante este
estudo e concordo em participar voluntariamente do mesmo, (autorizo também a participagao do menor
mencionado). Tenho conhecimento da importancia da minha cooperacdo e do meu compromisso com o
sucesso da pesquisa. Sendo assim. autorizo os pesquisadores a marcarem os exames e (ratamentos
relacionados a pesquisa e me contactarem, conforme o andamento do projeto.

Se houver um compromisso ao qual ndo possa comparecer avisarei com antecedéncia.

Nome do responsavel Ass. do responsavel
Nome do participante menor de idade Ass. do participante menor de idade (quando cabivel)
Nome do pesquisador Ass. do pesquisador

— Para maiores esclarecimentos, em caso de necessidade e/ou eventos adversos relacionados a
sua participaciio na pesquisa, entre em contato com o CEP - CPqRR (Comité de Etica em Pesquisas
com Seres Humanos do Centro de Pesquisas René Rachou - FIOCRUZ). Endereco: Av. Augusto de
Lima, n° 1715 — Bairro Barro Preto/ Belo Horizonte — MG. Cep: 30190-002. Tel.: (31) 3349 7825 —
Email: cepsh-cpqrr@cpqrr.fiocruz.br

Av. Augusto de Lima, 1715, 30190-002 Belo Horizonte - MG - Brasil
Tel.: (+55) (31) 3349 7740 - Fax: (+55) (31) 3295-3115
E-mail: coelhopm@cpqrr.fiocruz.br
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Ministério da Satde

FIOCRUZ
Fundacao Oswaldo Cruz

Centro de Pesquisas René Rachou
Laboratorio de Esquistossomose

Termo de Assentimento Livre Esclarecido
para menores de idade

Voce esta sendo convidado para participar da pesquisa: “Aprimoramento e validacdo de noves métodos
diagndsticos para esquistossontose mansoni em dreas endémicas de baixa transmissdo, antes e apds
intervencdo terapéutica”:

Equipe responsavel:

Paulo Marcos Zech Coelho (CPqRR / FIOCRUZ — Ministerio de Saude) — Tel.: (31) 3349 7740.
Naftale Katz (CPqRR / FIOCRUZ — Ministeério de Saude) — Tel.: (31) 3349 7740.

Nidia Francisca de Figueiredo Carneiro (Secretaria de Saude de Montes Claros) — Tel.: (38) 8823 2636.

Para maiores esclarecimentos entre em contato conosco.

- Informacoes Gerais:

A Esquistossomose (xistose, barriga d’agua) ¢ uma doenga que se adquire no contato com aguas que
contém caramujos infectados. Em alguns casos pode produzir barriga d’agua e sangramentos (no vomito e
nas fezes). Estes casos felizmente sdo raros porque hoje existem medicamentos que curam a maioria dos
doentes. Voce foi selecionado porque sua localidade apresentou casos da doenca e sua participagdo nao ¢
obrigatoria. A qualquer momento vocé pode desistir de participar e retirar seu consentimento. Sua recusa
nao frara nenhum prejuizo em sua relagao com o pesquisador ou com a institui¢do.

- Descricio da Pesquisa

Objetivos: O presente estudo visa aperfeicoar técnicas de exames de fezes. de urina e sorologicas (exame
de sangue) para o diagnostico e controle de cura apds tratamento com Praziquantel (remédio em uso no
Brasil).

Descricao do Estudo: Serdo colhidas amostras das fezes, urina e também serdo colhidas pequenas
quantidades de sangue (10 ml) antes e apds o tratamento. Os exames de fezes irao detectar os ovos dos
verines com mais precisao, podendo facilitar assim. futuramente, o controle da transmissao das doencas.
Os exames de sangue e de urina tém como proposito detectar anticorpos e antigenos (substancias
especificas no sangue) e DNA (tracos do parasito na urina) que ajudam a refor¢ar o diagnostico da doenca
e confirmam a cura apos o tratamento.

Beneficios: Os participantes que apresentarem infeccdo detectada pelo exame de fezes serdo tratados
gratuitamente com praziquantel ou oxamniquine, no caso de xistose e com albendazol ou mebendazol em
caso de outras verminoses. Serao também dadas nogoes de higiene com o objetivo de evitar a transmissao
das verminoses.

Av. Augusto de Lima, 1715, 30190-002 Belo Horizonte - MG - Brasil
Tel.: (+55) (31) 3349 7740 - Fax: (+55) (31) 3295-3115
E-mail: coelhopm@cpqrr.fiocruz.br
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Ministério da Saude

FIOCRUZ
Fundacdo Oswaldo Cruz

Centro de Pesquisas René Rachou
Laboratorio de Esquistossomose

Riscos em potencial: Os 1iscos para os participantes sdo minimos. Existe o desconforto da picada da
agulha no momento da retirada do sangue. Os efeitos colaterais dos medicamentos sdo poucos e
largamente compensados pelos beneficios do tratamento e da cura das verminoses.

Permissdo para revisio dos dados (confidencialidade): As informacoes obtidas através dessa pesquisa
serdao confidenciais e asseguramos o sigilo sobre sua participagdo. Os dados nao serao divulgados de forma
a possibilitar sua identificacdo. Voceé recebera uma copia deste termo onde consta o telefone e o enderego
institucional do pesquisador principal e do CEP - CPqRR. podendo tirar suas duvidas sobre o projeto e sua
participagdo, agora ou a qualquer momento.

Entendimento por parte dos participantes: Eu pude fazer todas as perguntas relacionadas ao presente
projeto e autorizo a equipe de pesquisadores acima relacionados a me incluir ou aquele(s) que estdo sob a
minha responsabilidade, na presente pesquisa. Estou ciente que a qualquer momento poderei interromper
minha participagdo no projeto sendo garantida a assisténcia médica necessaria. Posso. a qualquer
momento, discutir questdes relacionadas aos meus direitos, relativas a qualquer aspecto do presente projeto
durante ou apos sua execucdo.

Consentimento: Diante do que foi dito, estou ciente dos procedimentos que serdo realizados durante este
estudo e concordo em participar voluntariamente do mesmo. Tenho conhecimento da importancia da
minha cooperacaoc e do meu compromisso com o sucesso da pesquisa. Sendo assim. autorizo os
pesquisadores a marcarem os exames e tratamentos relacionados a pesquisa e me contactarem, conforme o
andamento do projeto.

Se houver um compromisso ao qual nao possa comparecer avisarei com antecedeéncia.

Nome do responsavel pelo (a) menor de idade Ass. do responsavel pelo (a) menor de idade
Nome do (a) menor de idade Ass. do (a) menor de idade (quando cabivel)
Nome do pesquisador Ass. do pesquisador

— Para maiores esclarecimentos, em caso de necessidade e/ou eventos adversos relacionados a
sua participagao na pesquisa, entre em contato com o CEP - CPqRR (Comité de Etica em Pesquisas
com Seres Humanos do Centro de Pesquisas René Rachou - FIOCRUZ). Endereco: Av. Augusto de
Lima, n® 1715 — Bairro Barro Preto/ Belo Horizonte — MG. Cep: 30190-002. Tel.: (31) 3349 7825 —
Email: cepsh-cpqrr@cpqrr.fiocruz.br

Av. Augusto de Lima, 1715, 30190-002 Belo Horizonte - MG - Brasil
Tel : (+55) (31) 3349 7740 - Fax: (+55) (31) 3295-3115
E-mail: coelhopm(@cpqrr.fiocruz.br
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Ministério da Satde
FIOCRUZ
Fundacio Oswaldo Cruz

Centro de Pesquisas René Rachou
Laboratdrio de Esquistossomose

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Voce esta sendo convidado para participar da pesquisa: “dprimoramento e validacio de novos méfodos
diagnésticos para esquistossomose mansoni em dreas endémicas de baixa fransmissdo, antes e apos
intervengdo terapéutica™:

Equipe responsavel:

Paulo Marcos Zech Coelho (CPqRR / FIOCRUZ — Ministerio de Saude) — Tel.: (31) 3349 7740.

Naftale Katz (CPqRR / FIOCRUZ — Ministério de Satde) — Tel.: (31) 3349 7740.

Nidia Francisca de Figueiredo Carneiro (Secretaria de Saude de Montes Claros) ) — Tel.: (38) 8823 2636.

Para maiores esclarecimentos entre em contato conosco.

- Informacoes Gerais:

A Esquistossomose (Xistose, barriga d’agua) ¢ uma doenca que se adquire no contato com aguas que
contém caramujos infectados. Em alguns casos pode produzir barriga d’agua e sangramentos (no vomito e
nas fezes). Estes casos felizmente sao raros porque hoje existem medicamentos que curam a maioria dos
doentes. Voce foi selecionado porque sua localidade apresentou casos da doenca e sua participagdo nao ¢
obrigatoria. A qualquer momento vocé pode desistir de participar e retirar seu consentimento. Sua recusa
ndo trara nenhum prejuizo em sua relagdo com o pesquisador ou com a instituigao.

- Descricio da Pesquisa

Objetivos: O presente estudo visa aperfeicoar técnicas de exames de fezes, de urina e sorologicas (exame
de sangue) para o diagnostico e controle de cura apos tratamento com Praziquantel (remédio em uso no
Brasil).

Descricio do Estudo: Serdo colhidas amostras das fezes, urina e também serdo colhidas pequenas
quantidades de sangue (10 ml) antes e apds o tratamento. Os exames de fezes irdo detectar os ovos dos
vermes com mais precisdo, podendo facilitar assim. futuramente, o controle da transmissdo das doencas.
Os exames de sangue e de urina tém como proposito detectar anticorpos e antigenos (substancias
especificas no sangue) e DNA (tragos do parasito na urina) que ajudam a reforgar o diagnostico da doenca
e confirmam a cura apos o tratamento.

Beneficios: Os participantes que apresentarem infeccdo detectada pelo exame de fezes serdo tratados
gratuitamente com praziquantel ou oxamniquine. no caso de xistose e com albendazol ou mebendazol em
caso de outras verminoses. Serdo também dadas nogoes de higiene com o objetivo de evitar a transmissao
das verminoses.

Av. Augusto de Lima, 1715, 30190-002 Belo Horizonte - MG - Brasil
Tel.: (+55) (31) 3349 7740 - Fax: (+55) (31) 3295-3115
E-mail: coelhopm(@cpqrr.fiocruz.br
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Ministério da Saude

FIOCRUZ
Fundacio Oswaldo Cruz

Centro de Pesquisas René Rachou
Laboratorio de Esquistossomose

Riscos em potencial: Os riscos para os participantes sdo minimos. Existe o desconforto da picada da
agulha no momento da retirada do sangue. Os efeitos colaterais dos medicamentos sdo poucos e
largamente compensados pelos beneficios do tratamento e da cura das verminoses.

Permissdo para revisdo dos dados (confidencialidade): As informagoes obtidas atraves dessa pesquisa
serdao confidenciais e asseguramos o sigilo sobre sua participacdo. Os dados nao serdo divulgados de forma
a possibilitar sua identificacdo. Voce recebera uma copia deste termo onde consta o telefone e o endereco
institucional do pesquisador principal e do CEP - CPqRR. podendo tirar suas duvidas sobre o projeto e sua
participagdo. agora ou a qualquer momento.

Entendimento por parte dos participantes: Eu pude fazer todas as perguntas relacionadas ao presente
projeto e autorizo a equipe de pesquisadores acima relacionados a me incluir ou aquele(s) que estdo sob a
minha responsabilidade, na presente pesquisa. Estou ciente que a qualquer momento poderei interromper
minha participacdo no projeto sendo garantida a assisténcia meédica necessaria. Posso, a qualquer
momento. discutir questoes relacionadas aos meus direitos. relativas a qualquer aspecto do presente projeto
durante ou apos sua execugao.

Consentimento: Com base no exposto, estou ciente dos procedimentos que serdo realizados durante este
estudo e concordo em participar voluntariamente do mesmo. (autorizo também a participagdo do menor
mencionado). Tenho conhecimento da importancia da minha cooperacdo e do meu compromisso com o
sucesso da pesquisa. Sendo assim, autorizo os pesquisadores a marcarem os exames e tratamentos
relacionados a pesquisa e me contactarem, conforme o andamento do projeto.

Se houver nin compromisso ao qual ndo possa comparecer avisarei com antecedéncia.

Nome do participante Ass. do participante

Nome do Pesquisador Ass. do Pesquisador

— Para maiores esclarecimentos, em caso de necessidade e/ou eventos adversos relacionados a
sua participacio na pesquisa, entre em contato com o CEP - CPqRR (Comité de Etica em Pesquisas
com Seres Humanos do Centro de Pesquisas René Rachou - FIOCRUZ). Endereco: Av. Augusto de
Lima, n°® 1715 — Bairro Barro Preto/ Belo Horizonte — MG. Cep: 30190-002. Tel.: (31) 3349 7825 —
Email: cepsh-cpqrr@cpqrr.fiocruz.br

Av. dugusto de Lima, 1715, 30190-002 Belo Horizonte - MG - Brasil
Tel.: (+35) (31) 3349 7740 - Fax: (+55) (31) 3295-3113
E-mail: coelhopm(@cpqrr.fiocruz.br
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