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RESUMO
A esquistossomose é uma doenga crénica que acomete aproximadamente 200 milhGes de
pessoas no mundo. No Brasil, a esquistossomose mansoni ainda é considerada um
problema de salde publica, com estimativas de 1,5 milhGes de individuos infectados e 25
milhdes de pessoas morando em areas endémicas. Porém, a implementacéo do Programa
Especial de Controle da Esquistossomose no Brasil (PECE) a partir de 1975 e nos anos
80 o Programa de Controle da Esquistossomose (PCE) mudou o perfil da esquistossomose
ao longo dos anos, no sentido de que areas de média e alta endemicidade diminuiram e
areas de baixa endemicidade aumentaram (AMARAL, et al 2006; ENK et al., 2008;
KATZ, 2018). Como consequéncia das medidas de controle, a carga parasitaria foi
reduzida, o que dificulta a pronta deteccdo de individuos infectados por métodos
parasitologicos tradicionais. Para esquistossomose e geohelmintoses, o método de
escolha para o diagnostico € o método de Kato-Katz, conforme recomendado pela
Organizacdo Mundial de Saude (OMS). Poréem, em areas de baixa endemicidade e/ou
baixa carga parasitaria para esquistossomose, este método tem demostrado uma baixa
sensibilidade e acuracia insuficiente para um diagnostico preciso, o que justifica a busca
e aplicacdo de métodos complementares. O objetivo do presente trabalho foi comparar o
desempenho entre testes parasitologicos e imunologicos. A partir da determinacdo do
percentual de positividade da esquistossomose em trés localidades rurais, no municipio
de Januaria, Minas Gerais. Utilizou-se o teste parasitologico de Kato-Katz, um teste
imunocromatografico para deteccdo de antigeno circulante na urina (POC-CCA) e dois
testes soroldgicos (ELISA), utilizando o Kit ELISA anti-Schistosoma IgM® e 1gG® -
Euroimmun® IgM® anti-verme adulto (SWAP) e 1gG® anti-ovo de Schistosoma mansoni
(SEA). No distrito de Tejuco, as coletas foram realizadas nas localidades de Gameleira
(GAM) e Bom Jantar (BJ), areas de baixa endemicidade (1,5% de prevaléncia). E no
distrito de Sdo Joaquim as coletas foram realizadas na localidade de Barra do Pindaibal,
alta endemicidade (24,7 % de prevaléncia). Foram coletadas, em todas as localidades,
uma amostra fecal. Duas laminas para cada amostra de fezes, foram confeccionadas
utilizando-se o0 método de Kato-Katz. Foram examinadas 264 amostras de fezes na area
de baixa endemicidade e 89 amostras em Barra do Pindaibal (alta endemicidade). O teste
rapido na urina, foi realizado em 224 moradores na area de baixa endemicidade e em 84
na area de alta endemicidade, utilizando a primeira urina da manhd. O teste foi
classificado como ndo reagente e reagente (Trago; +1; +2; +3). A resposta humoral

especifica ao antigeno de verme adulto (SWAP) e de ovos (SEA) pela técnica de ELISA



comercial foi avaliada pela obtencdo de 5-10 ml de sangue periférico coletados de 133
individuos de Bom Jantar e Gameleira (baixa endemicidade) e de 82 da localidade de
Pindaibal (alta endemicidade).

A faixa etaria dos participantes nas trés localidades foi de 6 a 70 anos. Na
localidade de baixa endemicidade foi determinada uma positividade de 1,5% para S.
mansoni no Kato-Katz. 50,9% no POC-CCA considerando trago como positivo, cerca de
34 vezes maior que no Kato-Katz. Na localidade de baixa endemicidade o teste ELISA
identificou IgM® anti-verme adulto (SWAP) reativo em 32,3$ (43/133). Enquanto que,
a 1gG® anti-ovo (SEA) reativo foi de 18,1 % (24/133). Na localidade de alta
endemicidade, a positividade pela técnica de Kato-Katz foi de 24,7% (22/89). No POC-
CCA resultou uma positividade de 55,9 % (47/84) cerca de 2,3 vezes maior que o Kato-
Katz. A sorologia para IgM® foi reativa em 65,8% (54/82) e para IgG® em 68,3% (56/82).

Foram aplicados testes de concordancia e associacdo (indice Kappa). Mas, 0s
indices Kappa foram muito baixos, indicando quase que auséncia de concordéncia entre
os testes diagndsticos. Teste de correlacio (SPEARMAN) entre carga parasitaria e
reatividade nos testes ELISA, idade e carga parasitaria (OPG) foram analisados. Somente
para carga parasitaria (OPG) e reatividade de 1gG (anti-SEA) resultou uma correlacao

estatisticamente significativa com r=0,75 e p<0,0008, na area de alta endemicidade.

Palavras chave: Esquistossomose, Schistosoma mansoni, métodos diagndsticos,

areas de baixa e alta endemicidade, Janudaria, Minas Gerais



ABSTRACT

Schistosomiasis is a chronic disease that affects approximately 200 million people
worldwide. In Brazil, Manson’s schistosomiasis is still considered a public health
problem. There are approximately 1.5 million infected individuals and 25 million people
living in endemic areas. However, the implementation of the Schistosomiasis Control
Program in Brazil (PCE) has changed the profile of schistosomiasis over the years, in the
sense that areas of medium and high endemicity decreased and low endemicity areas have
increased. As a consequence of control measures, the parasitic load within an endemic
population has been reduced, which turns it difficult to promptly detect individuals
infected by traditional parasitological methods for schistosomiasis and geohelminths.
The Kato-Katz technique is the method of choice for diagnosis as recommended by the
World Health Organization (WHO). However, in areas of low endemicity and/or low
parasitic load, this method demonstrated a low sensitivity and without sufficient accuracy
for diagnosis, which requires the application of complementary methods. The objective
of this work was to compare the performance and determine the percentage of positivity
of schistosomiasis in three rural localities, in the municipality of Januaria, Minas Gerais,
by parasitological and immunological tests. We used the Kato-Katz, method as
parasitological test, an immunochromatographic test to detect circulating antigen in urine
(POC-CCA) and two serological tests were used commercial Kit ELISA anti-
Schistosoma IgM® e 1gG® in order to detect antibodies IgM anti-SWAP and 1gG anti-
SEA against different antigen fractinos Schistosoma mansoni. In the Tejuco district, the
collections were carried out in the localities of Gameleira (GAM) and Bom Jantar (BJ),
areas of low endemicity (1.5% prevalence). In the district of Sdo Joaquim, the samples
were collected in the locality of Barra do Pindaibal, with high endemicity (24.7%
prevalence). A fecal sample was collected in all locations. Two slides for each stool
sample were made using the Kato-Katz method. We examined 264 stool samples in the
area of low endemicity and 89 samples in Barra do Pindaibal (high endemicity). The rapid
urine test was performed in 224 residents in the low endemicity area, and in 84 residents
in the area of high endemicity, using the first morning urine. The test was classified as
non-reactive and reactive (Trace; +1; +2; +3). The specific humoral response to adult
worm antigen (SWAP) and eggs (SEA) by commercial ELISA technique were evaluated
by obtaining 5-10 ml of peripheral blood collected from 133 individuals from Bom Jantar

and Gameleira (low endemicity) and 82 from Pindaibal locality (high endemicity).



The age group of the participants in the three locations was from 6 to 70 years old.
In the low endemicity locality, a positivity of 1.5% for S. mansoni was determined in
Kato-Katz. 50.9% in POC-CCA considering trace as positive, about 34 times higher than
in Kato-Katz. In the low endemicity locality, the ELISA test identified IgM® reactive
anti-worm (SWAP) at 32.3% (43/133). While reactive IgG® anti-egg (SEA) was 18.1%
(24/133). In the high endemicity locality, the positivity by the Kato-Katz technique was
24.7% (22/89). In POC-CCA, a positivity of 55.9% (47/84) was about 2.3 times higher
than Kato-Katz. The IgM® serology was reactive in 65.8% (54/82) and for IgG® in 68.3%
(56/82).

Agreement and association tests (Kappa index and Yule coefficient) were
applied, but kappa indices were very low, indicating almost no agreement between
diagnostic tests. Correlation test (SPEARMAN) between parasitic load and reactivity in
the ELISA test, age and eggs per gram of feces (OPG) were analyzed. As a result, a
significant correlation was observed only between the parasitic load and the reactivity of
the 1gG® anti-SEA ELISA with r=0.75 and p<0.0008.

Keywords: Schistosomiasis, Schistosoma mansoni, diagnostic methods, areas of low and

high endemicity, Januaria, Minas Gerais
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Pindaibal, Januaria, Minas Gerais. O intervalo entre as linhas pontilhadas indicam
resultados inconclusivos. A significancia foi calculada pelo teste de Kruskal-Wallis
seguido do pos teste de Duns’s. (*P < 0,05). As linhas pontilhadas (em vermelho)
indicam o ponto de corte (Razdo = 1,1) e as linhas continuas a mediana e os intervalos
interquartis. Da esquerda para direita: K-K (Kato-Katz positivo; n= 22); K-K (Kato-Katz
negativo; n= 59); POC-CCA positivo (TR-trago reagente; n= 46); POC-CCA (negativo;
n= 31); POC-CCA positivo (TNR- traco ndo reagente; n= 28); POC-CCA (negativo; n=
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Figura 21. llustracdo dos coeficientes de reatividade da IgG anti-SEA em relacéo ao teste
de referéncia Kato-Katz e ao teste rapido de urina (POC-CCA), na localidade de
Pindaibal, Januaria, Minas Gerais. O intervalo entre as linhas pontilhadas indicam
resultados inconclusivos. A significancia foi calculada pelo teste de Kruskal-Wallis
seguido do poés teste de Dunns’s. (*P < 0,05). As linhas pontilhadas (em vermelho)
indicam o ponto de corte (Razdo = 1,1) e as linhas continuas a mediana e os intervalos
interquartis. Da esquerda para direita: K-K (Kato-Katz positivo; n= 22); K-K (Kato-Katz
negativo; n= 59); POC-CCA positivo (TR-trago reagente; n= 46); POC-CCA (negativo;
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1 CONSIDERACOES INICIAIS

Desde novembro de 2015, venho participando ativamente do Projeto intitulado
“Schistosoma mansoni —Avaliacao e validacdo de imunodiagnésticos para deteccao da
esquistossomose em areas de baixa endemicidade e/ou baixa carga parasitaria no estado
de Minas Gerais” Coordenado pelo Dr. Paulo Marcos Zech Coelho (FIOCRUZ, Belo
Horizonte); e desde entdo vérias etapas sugeridas no projeto de doutorado, ja se
encontravam em andamento.

Em abril de 2016, apresentei ao Programa de P6s-graduacdo em Parasitologia do
Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de Minas Gerais, 0 projeto
Esquistossomose mansoni — Avaliagcdo e comparacgdo da sensibilidade e especificidade
do teste rapido de urina (POC-CCA) e do imunoensaio ELISA ANTI-SWAP como
alternativas para o diagnostico e controle de cura da esquistossomose mansoni em relagédo
ao meétodo coprologico KATO-KATZ, em uma area de baixa endemicidade e/ou baixa
carga parasitaria, como parte da exigéncia para ingresso ao curso de doutorado do
PPGPAR/ ICB/UFMG sob a orientacdo do Professor Dr. Stefan Michael Geiger.

No periodo de desenvolvimento desse trabalho, também fui colaborador no
projeto “Otimizacdo de Estratégias de Diagnostico e Controle da Esquistossomose em
area de baixa e alta endemicidade no Brasil” - CRA-APQ-441159/2015-0 (cddigo Fundep
23949) sob a coordenacao do Prof. Dr. Ricardo Toshio Fujiwara.

O projeto foi financiado pelo Conselho Nacional de Desenvolvimento e Pesquisa-
CNPg (MCTI/CNPg/MS-SCTIE-Decit N° 40/2012 - Pesquisa em Doengas
Negligenciadas) e pela Organizacdo Mundial de Saude Programa TDR (Small Grants
Scheme A-869/2015), Superior-CAPES. Esse projeto foi submetido a plataforma Brasil
e teve aprovacido do Comité de Etica em Pesquisa (COEP; CAAE -
47200115.8.0000.5149).
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2 INTRODUCAO

Nos ultimos anos os esforgos no Brasil para o controle da esquistossomose
mansoni, pelo Programa de Controle da Esquistossomose (PCE) utilizando como
diagndstico o teste de referéncia, o método coproldgico de Kato-Katz, (KATZ et al.,
1972) e tratamento com Praziquantel (PZQ) nos individuos positivos e residentes em
areas endémicas, permitiu uma reducdo acentuada dos casos graves da doenca e
consequentemente reducdo das cargas parasitéarias altas e médias (ENK et al., 2008;
SIQUEIRA et al., 2011; WHO, 2012). Essa mudanca de perfil epidemioldgico ocorreu
em areas endémicas como as do estado de Minas Gerais, e hoje observamos zonas de
cargas parasitarias baixas e endemicidade baixa, dificultando ainda mais o diagndstico
(RABELLO et al., 2008; WHO, 1994; AMARAL et al., 2006, BRASIL, 20142 e b;
LINDHOLZ et al., 2018).

E, identificar os portadores de esquistossomose mansonica pelos métodos
diagnaosticos tradicionais, como os exames parasitologicos de fezes (EPF), principalmente
0 método de Kato-Katz, uma amostra e uma lamina, conforme recomendado e utilizado
pelo PCE (Programa de Controle da Esquistossomose, BRASIL, 2014 a e b) tornou-se
cada vez mais dificil, ndo so por fatores inerentes ao proprio método, mas também por
fatores epidemiolégicos completamente alterados e novos; como as cargas parasitarias
baixas, diminuicdo da morbidade e da mortalidade. Reducdo das cole¢Ges d"agua,
melhorias no saneamento basico e educacdo sanitaria, ainda que precérias. Segundo a
Pesquisa Nacional de Saneamento Basico: Abastecimento de &gua e esgoto sanitario
(PNSB, 2017), 39,7% dos municipios brasileiros ndo tém servico de esgotamento
sanitario. Apesar do predominio da espécie Biomphalaria glabrata; o encontro e
distribuicdo de moluscos planorbideos, como as espécies de B. tenagophila e B.
straminea, de menor potencial de transmissédo em Minas Gerais, também cooperaram para
a reducdo da transmissdo da esquistossomose. (SOUZA, 1998; SILVA et al., 1994;
MASSARA et al., 2008). Portanto, esses e diversos outros fatores cooperaram para o
aumento das dificuldades no diagndstico mais preciso e rapido dos casos de
esquistossomose ndo sé no estado de Minas Gerais, como também em varias outras areas
endémicas do Brasil (WHO, 2009; BRASIL, 2014 a,b).

Apesar do intenso e exaustivo trabalho (muitas vezes em condi¢fes precérias de
recursos humanos, equipamentos e disponibilidade de verbas publicas) o PCE tem se
mostrado incapaz de interromper a transmissao do Schistosoma mansoni. O encontro e a

permanéncia de individuos residentes em areas endémicas que apresentam infeccao ativa
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com carga parasitaria reduzida e de dificil deteccdo por métodos coprologicos
tradicionais, tornam a busca por métodos diagnosticos mais sensiveis e especificos cada
vez mais urgente.

De tal maneira que, muitos desses individuos positivos para esquistossomose
mansoni escapam do diagnéstico e consequentemente do tratamento, também
convencional, e cooperam continuamente para a manutencdo da transmisséo ativa do
parasito (ENK et al., 2008; SIQUEIRA et al., 2011; WHO, 2012; LINDHOLZ et al.,
2018). Prevaléncias menores que 10% sdo hoje as mais comumente encontradas,
especialmente em Minas Gerais e Bahia (CAVALCANTI et al., 2013; KATZ, 2018) que,
também associam as baixas cargas parasitarias determinadas pela contagem de ovos por
grama de fezes (OPG) menores que 100. Observa-se também que, as infec¢des baixas e
persistentes tendem a se manter, ainda que em taxas de prevaléncias muito baixas, e faz-
se cada vez mais necessario e urgente a busca por métodos diagnosticos que possam
identificar, nesse novo cenario epidemiologico, 0s casos positivos para 0 S. mansoni
(SILVA-MORAES et al., 2019).

Considerando-se esses e inlmeros outros aspectos tais como, custos, materiais,
técnicos e médo de obra capacitada, tempo para resposta diagnostica, faz-se necessario a
busca constante de métodos mais sensiveis, rapidos, de facil manipulagéo e baixo custo,
capazes de auxiliar no pronto diagndstico da esquistossomose. Permitindo assim,
monitorar, avaliar e controlar a transmissdo e/ou a interrupgdo definitiva do parasito
(HAGGAG et al., 2019).

O PCE levou a diminuicdo da infeccdo em areas de alta e média endemicidade
(KATZ, 2018). Mas, atualmente, pode-se observar individuos infectados com baixa carga
parasitaria, vivendo em areas de baixa endemicidade, dificultando o diagnostico e
diminuindo, ainda mais, a sensibilidade do método coproldgico de Kato-Katz (K-K) que
¢ 0 padrdo de referéncia recomendado pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) e
Ministério da Saude (WHO, 2009; BRASIL, 2014 a,b) que, sugerem a confec¢do de duas
laminas a partir de uma Unica amostra fecal, porém, ndo tem sido esta a estratégia
praticada na rotina do PCE, onde somente uma ldmina de uma Unica amostra fecal, tem
sido confeccionada na maioria dos municipios. Diante disto, tem sido observada a
diminuicdo da sensibilidade do teste de Kato-Katz e um possivel aumento nos casos de
diagndsticos falso negativos, que escapam as medidas de tratamento e continuam

eliminando ovos e mantendo o ciclo do Schistosoma mansoni ativo (CHIEFFI et al., 1978;
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FERRARI et al., 2003; ENK et al., 2008; SIQUEIRA et al., 2015; SILVA-MORAES et
al., 2019).
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 EPIDEMIOLOGIA DA ESQUISTOSSOMOSE MANSONI

Dentre as diversas doencas tropicais negligenciadas em todo o mundo, a
esquistossomose mansoni se destaca pelo amplo espectro de pessoas infectadas. Cerca de
250 milhdes de pessoas, nos paises tropicais sdo parasitadas por espécies de Schistosoma
e ainda sdo estimados 700-800 milhdes vivendo em éreas de risco de infeccdao (WHO,
2018). O “Global Burden of Disease Study 2010” (GBD, 2017) indicou que a
esquistossomose esta como a 1002 causa de mortalidade no Brasil, e que as mortes, devido
a esta parasitose, abrangem 3,6% do total estimado no mundo (BRASIL, 2014a).

Em 2015 as estimativas globais de saude, atribuiram cerca de 3,51 anos de vida
perdidos por incapacidade (DALYS) e cerca de 10,1 milhdes de mortalidade devido as
esquistossomoses em todo o mundo. Mesmo considerando, possiveis subestimativas
brutas, os valores ainda assim séo consideraveis (WHO, 2016; GBD, 2017 in LANCET,
2017). Portanto, a esquistossomose intestinal e urinaria sdo consideradas problemas
graves de salide publica em regides da Africa, Asia, América Latina e Caribe (WHO, 2002
e 2018; GRYSSEELS et al., 2006; STEINMANN et al., 2006; COLLEY et al., 2014,
HAGGAG et al., 2018; SILVA-MORAES et al., 2019).

Das diversas espécies do género Schistosoma, capazes de provocar as
esquistossomoses em todo 0 mundo, apenas a espéecie Schistosoma mansoni se adaptou e
encontrou nas Américas do Sul, Central e Caribe (LAC) os hospedeiros intermediarios
adequados, moluscos planorbideos do género Biomphalaria, destacando-se na
importancia de transmissdo da doenca as especies: B. glabrata, B. tenagophila e B.
straminea. Desta forma, a esquistossomose intestinal esta presente nas Americas, sendo
mais frequente na Venezuela, ilhas do Caribe, Suriname e Brasil (NOYA et al., 2015;
ZONI et al., 2016).

No Brasil, a esquistossomose mansoni é uma doenca de curso cronico. Estima-se
que aproximadamente 1,5 milhdo de pessoas estejam infectadas, sendo que, 25 milhdes
de pessoas vivam em areas de risco (NOYA et al., 2015). Num passado recente, existiam
areas endémicas com altas taxas de infeccdo localizadas principalmente nos estados de
Minas Gerais e Bahia, onde originalmente encontravam-se altas prevaléncias e altas
cargas parasitarias. Porém, devido ao Programa de Controle da Esquistossomose (PCE)

que levou a diminuicdo da infeccdo em areas de alta e média endemicidade, a partir de

30



sucessivas intervencdes terapéuticas, implementado nas &reas endémicas desde 1970, a
epidemiologia e o perfil de transmissdo da esquistossomose sofreram grandes
modificagdes (BRASIL, 2014 a, b; SCHOLTE et al., 2012; SILVA-MORAES et al.,
2019).

Atualmente, pode-se observar individuos infectados com baixas cargas
parasitarias, vivendo em &reas de baixa endemicidade, dificultando o diagndstico e
diminuindo, ainda mais, a sensibilidade do método coprolégico de Kato-Katz (K-K). Esse
é 0 método diagndstico padrao de referéncia recomendado pela Organiza¢do Mundial da
Saude (OMS) e Ministério da Saude (WHO, 2009; BRASIL, 2014 a, b). AOMS e o
Ministério da Saude, sugerem a confeccao de duas laminas a partir de uma Unica amostra
fecal. Diante disto, tem sido observado um aumento nos casos de diagndsticos falso
negativos. Tais individuos falso negativos, escapam as medidas de tratamento e
continuam eliminando ovos e mantendo o ciclo do Schistosoma mansoni ativo em areas
ja quase que erradicadas da doenca (CHIEFFI et al., 1978; FERRARI et. al., 2003; ENK
et al. 2008; SILVA-MORAES et al., 2019). A transmisséo da esquistossomose no Brasil,
ocorre em 19 estados (Figura 1), com ampla distribuicdo no Nordeste e nos estados de
Minas Gerais e Espirito Santo (COURA & AMARAL, 2004; AMARAL et al., 2006;
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BRASIL, 2014 a, b).
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Figura 1. Dados da positividade da esquistossomose mansoni no periodo de 2009 a 2017. Fonte:
(SISPCE/SVS/MS, 2017).

Nos Ultimos anos novos esforcos tém sido feitos para mapear a
esquistossomose no Brasil (GUIMARAES et al., 2008; GUIMARAES et al.,
2010a, b; SCHOLTE et al., 2012). No entanto, estes estudos sdo baseados em
dados do Ministério da Saude e foram obtidos pela leitura de uma unica lamina
pelo método de Kato-Katz feita de uma Unica amostra de fezes. Outros estudos
(GEIGER, 2008), mais amplos demonstraram que ainda existem areas de alta
prevaléncia em diferentes regi6es no Brasil, mesmo que se observe diminuicao da
carga parasitaria na populacdo e, como consequéncia, do nimero de casos clinicos

graves.

3.2 CICLOBIOLOGICO

O verme Schistosoma mansoni pertence ao filo Platyhelminthes, classe
Trematoda, familia Schistomatidae e género Schistosoma. Os vermes adultos apresentam
dimorfismo sexual acentuado e os machos apresentam canal ginecéforo que abriga as
fémeas durante a copula (Figura 2). O S. mansoni é parasito de vasos sanguineos de
diversos mamiferos, inclusive humanos (SCHALL et al., 2007; WHO, 2012).
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Figura 2. Casais de vermes adultos de S. mansoni. Fonte: PROPRIO AUTOR
No ciclo de vida do Schistosoma mansoni, 0 ovo, caracteristicamente espiculado

lateralmente, se destaca ndo so por ser o grande responsavel pelas lesdes no hospedeiro
vertebrado, estimulando as respostas imunes que culminam com a formacgéo e surgimento
dos diversos granulomas. Principalmente os granulomas hepaticos que surgem logo no
inicio da oviposicdo, podendo inclusive, surgir antes do encontro de ovos maduros nas
fezes. Como também, por ser o encontro mais esperado, caracteristico e especifico da
presenca dos vermes adultos no sistema porta-hepatico. Pois havendo oviposicdo, esses
ovos vao surgir nas fezes dos vertebrados infectados, inclusive humanos (SCHALL et
al., 2007; GRAY et al., 2011; MCMANUS, 2018).

Tendo sido liberados nas fezes, os ovos podem entrar em contato no meio
ambiente com colecBes aquéticas, e em temperatura adequada e intensidade luminosa
também adequada ocorre a eclosdo e liberacdo dos miracidios. Larvas ciliadas que,
nadam ativamente e podem encontrar moluscos susceptiveis a infeccao (no Brasil, e em
Minas Gerais, a espécie de planorbideo mais importante na manutencdo desse ciclo é a
Biomphalaria glabrata (SOUZA et al., 1998). Os miracidios agora nas partes moles dos
moluscos, evoluem para esporocistos (primarios, secundarios, terciarios) e por sucessivas
reproducGes assexuadas surgem mais e mais esporocistos, repletos de células
reprodutivas que originam as cercarias. Essas sdo as larvas de cauda caracteristicamente
bifurcadas e infectantes para os hospedeiros definitivos; humanos e outros vertebrados

(ROSS et al, 2002, 2007). Quando estimuladas naturalmente e ou artificialmente, por altas
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temperaturas e intensidade luminosa, as cercarias emergem dos moluscos no meio
aquatico, sobrevivendo neste meio por cerca de 36 horas (CURWEN & WILSON, 2003).
Durante este periodo no meio aquético as cercarias nadam ativamente até encontrar e
penetrar, também de forma ativa, a pele do hospedeiro definitivo (GRAY et al., 2011;
MCMANUS et al., 2018).

Tendo penetrado a pele ou mucosa do humano as cercérias perdem a cauda e s&o,
agora, denominadas de esquistossomulos. Ocorre entdo a migracdo desses
esquistossomulos sob o tecido subcutaneo. Alcancando um vaso sanguineo, eles se
deslocam de forma passiva até aos pulmdes, via coragdo direito. Apos a passagem pelo
lado esquerdo do coragdo, os esquistossomulos atingem a circulacéo sistémica e migram
para o sistema porta hepatico, onde ocorre 0 amadurecimento para vermes adultos,
machos e fémeas de S. mansoni. Cerca de trinta dias apds a penetracdo, migram
acasalados, para veia mesentérica inferior onde as fémeas iniciam a oviposicdo (PEARCE
& MacDONALD, PEARCE, et al., 2004; 2002; WHO, 2012). Os ovos, sdo liberados na
corrente sanguinea. Muitos ovos passam pela parede intestinal, sendo excretados nas
fezes (GRAY et al.,, 2011; MCMANUS, 2018). O ciclo completo do Schistosoma
mansoni pode ser observado na Figura 3, segundo SCHALL et al., 2007.

0S CAMINHOS DA ESQUISTOSSOMOSE - CICLO DE TRANSMISSAO

DENTRO DO CORPO ' NO MEIO AMBIENTE

et —aan 10 ovo n ) ————t

[y

Figura 3. Ciclo de vida do Schistosoma mansoni. Fonte: (SCHALL et al., 2007).
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3.3 RESPOSTA IMUNE DURANTE A INFECQAO POR SCHISTOSOMA
MANSONI

Destaca-se durante a resposta imune do hospedeiro vertebrado, sejam humanos
e/ou modelos murinos a enorme capacidade inerente ao S. mansoni de escapar do sistema
imunolégico, inclusive a partir de alteragdes morfoldgicas e bioquimicas no tegumento,
seja reparando-o ou até mesmo revestindo-se de antigenos do proprio hospedeiro, nas
diversas fases do ciclo evolutivo (SCHWARTZ, et al., 2018; MOHAMMED, et al.,
2020). Devemos considerar também que, a relacdo parasito-hospedeiro tem um papel
fundamental em todas as etapas de imunidade, surgimento e desenvolvimento das leses
resultantes do parasitismo. E cada etapa do ciclo evolutivo do parasito no interior do
hospedeiro vertebrado resulta na ativacdo de complexos mecanismos imunolégicos e
evidentemente imunomodulados pela estreita, equilibrada e co-evolutiva relagéo entre 0s
helmintos e diversos vertebrados. Destacando ainda que, a capacidade dos helmintos de
manipular o sistema imune, reflete na longa e intima permanéncia, do parasito no interior
dos hospedeiros. (PEARCE & MacDONALD, 2002; DUNNE & COOKE, 2005; SOUZA
et al., 2011; SCHWARTZ, et al., 2018).

Ainda sdo muitas as dificuldades para se definir a resposta imune inicial na
infeccdo esquistossomotica nos humanos. Mas, os modelos murinos tém auxiliado muito
nessa provavel elucidacdo da resposta inicial (MOHAMMED, et al., 2020). No periodo
pré-patente (antes da oviposicao) ou seja, no inicio da fase aguda a resposta imune Thl é
predominante. Sd8o observados niveis plasmaticos de citocinas pré-inflamatorias e de
fator de necrose tumoral (TNF) e de IL-2 e IL-6, derivadas das células mononucleares.
Os esquistossomulos sofrem acdo efetiva da citotoxidade celular dependente de
anticorpos (ADCC), (PEARCE & MacDONALD, 2002; PEARCE, et al., 2004). Essa
resposta tipo Thl provavelmente, acelera as lesbes teciduais e manifestacdes clinicas
caracteristicas da fase aguda inicial (DUNNE & COOKE, 2005; SOUZA et al., 2011).

A esquistossomose aguda estd associada inicialmente a passagem dos
esquistossdmulos pelos pulmdes e com a resposta imune ao verme adulto. Esta fase aguda
sintomatica é raramente observada em pessoas residentes em areas endémicas, sendo mais
comum em individuos expostos pela primeira vez a infec¢do. Varios autores sugerem que
a modulacdo da resposta imune que ocorre nos individuos cronicamente infectados
previne o aparecimento destas manifestacbes (LAMBERTUCCI, 1993; RABELLO,
1997; WYNN et al., 1998).
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Na fase aguda pos-patente, ou seja, apos a oviposi¢do, a resposta imune Thl é
modulada para uma resposta Th2. Nessa resposta Th2, ocorre expansao das células Th2,
eosinofilos e basofilos, e as interleucinas, 1L-4, IL-5 e IL-13 sdo aumentadas (DUNNE &
COOKE, 2005; SOUZA et al., 2011; SCHWARTZ, et al., 2014).

Foi observado que os individuos com baixa carga parasitaria apresentam padrdo
de resposta misto do tipo Thl, Th2 e regulatério. A resposta imune desses individuos
caracteriza-se por um perfil misto de resposta imune, sendo que, tanto a resposta Thl
quanto a Th2 estdo associadas a protecdo (DUNNE & COOKE, 2005; SOUZA et al.,
2011; SCHWARTZ, et al., 2014; 2018; SCHWARTZ & FALLON, 2018).

NEGRAO-CORREA et al., 2014, ndo observaram associacdo entre a carga
parasitaria e resposta de anticorpos ou qualquer outro parametro de gravidade da doenca.
Mas, observaram uma associagdo positiva entre o nivel de anticorpos IgG contra
antigenos do verme adulto (SWAP) e pardmetros de morbidade, como o tamanho do bago
e espessura da veia porta na entrada e no ramo secundario. Ainda foi ressaltado que, os
niveis de IgG anti-SWAP estdo associados aos sinais de gravidade da doenca,
independente da carga parasitaria. Portanto, podemos considerar que, provavelmente a
modulacdo granulomatosa e a gravidade da doenca estao relacionadas com as respostas
imune humorais. SILVEIRA-LEMOS et al., 2008, ressaltaram que, a morbidade da
doenca pode ser controlada a partir de inGmeros eventos imunoregulatorios.

As reacdes granulomatosas, ou seja, as respostas imunes, contra 0s ovos retidos
nos tecidos e em diversos Orgaos sdo os grandes responsaveis pela maior parte da
morbidade na esquistossomose humana. Sejam resultantes das inflamacdes cronicas
reguladas ou a partir do desenvolvimento das lesGes fibréticas. Mas, ainda é necesséaria a
elucidacdo exata dessas respostas imunes, a identificacdo dos antigenos envolvidos nessa
resposta e 0s mecanismos regulatorios também precisam ser completamente esclarecidos
(COLLEY et al., 2014; MOHAMMED, et al., 2020).

3.4 FORMAS CLINICAS DA ESQUISTOSSOMOSE MANSONI

Esta muito bem evidenciado que ndo sdo os vermes adultos que provocam ou
estimulam o desenvolvimento da morbidade e lesdes na esquistossomose mansoni. Sao
sim, os ovos, ndo eliminados nas fezes, os indutores das respostas inflamatérias e
desenvolvimento das lesGes e inflamagOes granulomatosas, intimamente relacionadas
com a morbidade da doenca. Pois, ficam presos em diversos 6rgdos, estimulando as

diversas reagdes inflamatorias principalmente no tecido hepatico, esplénico e nas paredes
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intestinais. E a propria formacao do granuloma que induz a inflamag&o cronica e evolugio
da doenca. Também sdo observadas formas ectdpicas espalhadas em outros 6rgaos ou
tecidos dos humanos infectados. E muitas vezes a gravidade da doenca pode ser definida
e relacionada com a formacao desses granulomas, podendo evoluir para fibrose hepética
grave, hepatoesplenomegalia e hipertenséo portal. (LAMBERTUCCI, 1993; FARID,
1993; BRASIL, 2014 a, b; COLLEY et al., 2014; McMANUS et al., 2018; SCHWARTZ
& FALLON, 2018).

Porém, a infeccdo pode permanecer por VArios anos sem provocar sintomas muito
evidentes clinicamente, caracterizando uma forma assintomética da doenca, por sinal
presente na maioria dos casos. Na intima e prolongada relacdo parasito-hospedeiro, 0s
vermes adultos vivem em média 5,7 — 10,5 anos em humanos (FULFORD et al., 1995),
favorecidos pela infec¢do assintomatica, a tal ponto que, prevalece em mais de 90% dos
casos. E mesmo em areas endémicas da esquistossomose mansoni, a maioria dos
individuos infectados é assintomatica ou apresenta manifestacoes clinicas leves.

ManifestacGes agudas, cronicas ativas e cronicas tardias ou hepatoesplénicas
podem representar as diferentes formas de manifestacGes clinicas. Na fase aguda (quando
presente) a penetracdo das cercarias pode provocar o desenvolvimento de uma dermatite
cercariana, que atinge a derme e a subderme. Nos primoinfectados essa reacao
inflamatdria representa a primeira defesa contra a infeccao e cerca de 50% das cercarias,
e/ou esquistossdmulos (cercarias que perdem a cauda), sdo destruidos ainda na pele
(LAMBERTTUCCI et al. 2005). “Se nadou ¢ depois cogou ¢ porque pegou”, termo
popular caracteristico da dermatite cercariana pruriginosa. Essa dermatite pruriginosa tem
curso transitorio, passageiro e de cura espontanea. Essa manifestacdo é pré-postural.
Cerca de 30 a 60 dias ap0s a penetracdo das cercarias, 0s esquistossomulos se
transformam em vermes adultos e podem surgir outras manifestacfes clinicas da fase
aguda, mas agora postural. Podem surgir, febre, calafrios, tosse ndo produtiva, nauseas e
vomitos. Diarreias frequentes e as vezes, perda de peso, dor abdominal difusa,
emagrecimento e desidratacdo (LAMBERTTUCCI, 1993; SOUZA et al, 2011;
GRYSEELS, 2012). Ainda podemos destacar gque, a fase aguda e os diversos sintomas,
frequentemente estdo ausentes ou muito raros, nos individuos de areas endémicas
(WEERAKOON et al., 2015; MCMANUS, 2018).

Essa forma sintomatica € mais comum em individuos residentes em &reas ndo
endémicas, primoinfectados em areas endémicas. (BARBOSA et al., 2000; ANDRADE,

2004). Enquanto que, em residentes de areas endémicas, prevalece a inespecificidade e
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pobreza dos raros sintomas, e a fase aguda é praticamente despercebida. (BARBOSA et
al., 2000; CARVALHO et al., 2008; SCHWARTZ & FALLON, 2018).

Em &reas endémicas, as criangas e 0s adultos jovens, por serem 0s mais frequentes
banhistas dos criadouros de moluscos e possiveis fontes de infeccdo, sdo os individuos
mais sujeitos a infec¢do caracterizada como fase crbnica ativa, que serd marcada,
principalmente pelos fendmenos intestinais e hepatointestinais. Nessa fase, que pode ter
inicio em cerca de 6 meses apés a infeccdo, 0s ovos ja podem ser encontrados nas fezes.
No entanto, a maior parte dos ovos postos pelas fémeas caem na circulacdo sanguinea e
estimulam a resposta do hospedeiro, que a partir de um processo inflamatorio, inicia-se a
formacdo dos granulomas ao redor daqueles ovos retidos nos tecidos, destacando-se
principalmente a mucosa intestinal e o tecido hepéatico. A deposicdo de ovos ocorre
principalmente no figado e na parede intestinal e pode levar a formagdo de multiplos
granulomas e lesdes teciduais nesses 0rgédos. 1sso causa hiperplasia da mucosa intestinal,
polipose, ulceracdo e formacdo de abscessos, que se manifestam clinicamente
principalmente como dor abdominal, diarreia cronica e sangramento periretal
(ANDRADE, 2004; GRAY et al., 2011).

Nas populagdes residentes em areas endémicas e continuamente sujeitas a
infeccdo, podemos observar ainda a fase cronica tardia ou forma grave hepatoesplénica,
resultante do acumulo continuo de ovos nos tecidos hepaticos e esplénicos. Com o avanco
da doenca e devido ao acumulo e deposicdo dos ovos no figado, ocorre uma fibrose
periportal desencadeando a hipertensdo portal e hepatomegalia grave. Surge a ascite ou
barriga d’agua (caracteristica da esquistosssome intestinal). A ocorréncia de varizes
esofagianas e seu rompimento com sangramento alto, pode inclusive levar ao Obito
(ANDRADE, 2004; GRAY et al., 2011; WEERAKOON et al., 2015; MCMANUS,
2018).

No entanto, em uma minoria de individuos infectados, a infeccdo por esse parasito
pode levar a esquistossomose hepatoesplénica grave, caracterizada por fibrose periportal,
hipertensdo portal, sangramento gastrointestinal e morte (FULFORD et al., 1995;
NEGRAO-CORREA, 2014; COLLEY et al., 2014; SCHWARTZ & FALLON, 2018;
MCMANUS, 2018). Distarbios vasculares pulmonares também podem estar presentes e
ndo raros, e estdo associados a forma hepatoesplénica. A glomerulopatia também tem sido
observada. E, quando ovos e vermes adultos séo localizados fora do sistema portal,

podemos ter as formas ectOpicas, destacando-se a neuro esquistossomose
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(mielorradiculite esquistossomética), causada pela presenca de ovos e de granulomas
esquistossomaéticos no sistema nervoso central (BRASIL, 2005; SOUZA et al., 2011).

3.5 CONTROLE E TRATAMENTO

No Brasil a partir de 1975, o Programa Especial de Controle da Esquistossomose
(PECE) foi implantado no Nordeste. Em Minas Gerais, 0 PECE foi implementado a partir
de 1983. Nos ultimos anos os esfor¢os no Brasil para o controle da esquistossomose a
partir do Programa de Controle da Esquistossomose (PCE), realizando o diagnostico
utilizando-se do método coproldgico de Kato-Katz (KATO-KATZ, 1972) e a partir dos
anos 80 (meados de 1980) com a mudanca do tratamento com Oxaminiquim para
Praziquantel (PZQ), todos os individuos positivos foram tratados com Praziquantel
(PZQ), provocando uma reducdo acentuada dos casos graves da doenca e
consequentemente a diminuicdo das cargas parasitarias médias e altas (AMARAL et al.,
2006).

Por outro lado, mesmo que o uso extensivo do Praziquantel tenha diminuido os
casos mais graves de esquistossomose, diminui¢cdo da morbidade, carga parasitaria,
reducdo de prevaléncia nas areas endémicas, ainda assim, segundo SILVA-MORAES et
al., 2019 as infec¢Oes de baixa carga parasitaria e baixa intensidade séo persistentes e as
reinfeccdes sdo frequentes, impedindo a interrup¢do do ciclo do parasito.

Desta forma, podemos observar um certo distanciamento do cumprimento das
metas tracadas e estabelecidas na declaracdo de Londres, a partir das discussdes entre as
instituices publicas e privadas onde ficou acordado a possivel eliminacdo de dez das
dezoito doencas negligenciadas em todo mundo até o ano de 2020 (WHO, 2012) e vale
ressaltar que a esquistossomose estd nestas metas e na lista de Doencas Tropicais
Negligenciadas (DNTs) segundo a OMS. No ano de 2013, a partir da resolucédo
WHA6521 OMS, foi feito o CHAMADO A ACAO MUNDIAL para a eliminacdo das
esquistossomoses, destacando-se as seguintes estratégias: realizacdo e divulgacdo de
campanhas pelos sistemas de salde, fortalecimento de toda a infraestrutura desses
sistemas; educacdo e higiene, saneamento basico, fornecimento de agua potavel,
quimioterapia preventiva, combate aos moluscos e aos seus criadouros (WHO, 2012,
2013, 2017, 2018; AULT et al., 2014).

No entanto, ainda ndo alcangamos a interrupc¢do da transmisséo do parasito. E,
observamos que os individuos de areas endémicas tendem a apresentar uma infecgéo ativa

com uma carga parasitaria muito reduzida e de dificil detecgdo por métodos coprologicos
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tradicionais baseados na presenca de ovos nas fezes (LINDHOLZ et al., 2018; TOOR, et
al., 2019). De tal maneira que, muitos individuos positivos para esquistossomose podem
escapar do diagnostico correto e serem classificados como falsos negativos, e
consequentemente ndo recebem o tratamento convencional. Esses individuos continuam
eliminando ovos nas fezes e cooperam continuamente para a manutencao da transmissao
ativa da doenca.

Para que um programa de controle seja eficaz é importante determinar da maneira
mais precisa a prevaléncia real da infeccdo em uma &rea estudada. O atual método de
diagnodstico para S. mansoni € a detecgdo de ovos nas fezes utilizando o método de Kato-
Katz (KATZ et al., 1972), como recomendado pela WHO (WHO, 1994). Em éareas de
cargas parasitarias médias e altas o diagndstico parasitolégico pelo Exame Parasitolégico
de Fezes (EPF) destacando-se 0 meétodo de Kato-Katz (KATZ et al., 1972), ainda pode
ser viavel. Porém, esse método tem-se mostrado limitante e particularmente falho em
areas de baixa endemicidade, como acontece apds muitos ciclos de tratamento, ou em
regides onde a transmisséo € baixa (DE VLAS & GRYSSELS, 1992; LINDHOLZ et al.,
2018; SILVA-MORAES et al., 2019).

Em algumas areas no Brasil, ENK, et al.,, 2008 e SIQUEIRA et al., 2011
demostraram que a prevaléncia obtida por uma lamina de Kato-Katz pode ser 4,5 vezes
menor gque ap0s 0 exame com Varias laminas feitas com 3 amostras fecais, ou até mesmo
apos incluir outro método de diagndstico. OLIVEIRA et al., 2018 encontraram uma
prevaléncia de 45,8% ap0s incluir mais amostras fecais, outros métodos parasitologicos
e extensiva utilizacdo do Kato-Katz numa popula¢do do municipio de Januaria, MG. De
tal maneira que, uma determinacdo mais precisa dos indices de infec¢do por S. mansoni
na populacio endémica faz-se urgente e necessaria (VIANA et al., 2019, MAGALHAES,
et al., 2019; 2020).

Quanto ao tratamento, o Brasil segue as recomendac¢des do Guia da Organizacao
Mundial da Saude (WHO) para tratamento da esquistossomose (WHO, 2012) que,
recomenda o Praziquantel (PZT). Sendo este o Unico medicamento disponivel
gratuitamente e utilizado pelo Sistema unico de Salde (SUS). O PZT é encontrado em
comprimidos de 600 mg e administrado por via oral, em dose Unica de 50 mg/kg de peso
para adultos, e de 60 mg/kg de peso para criancas até 0s 15 anos, apds uma refeicdo. O
indice de cura aproxima-se de 80% nos adultos e de 70% nas criancas. Os efeitos
colaterais sdo considerados leves e transitérios, ndo existindo evidéncias de que provoque

lesGes toxicas graves no figado ou em outros 6rgdos (BRASIL, 2014 a).
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3.6 METODOS DIAGNOSTICOS

Dentre as dificuldades de aplicagdo dos testes diagnosticos sejam parasitolégicos,
imunodiagndsticos, moleculares, nas areas endémicas, podemos destacar o alto custo
logistico com transportes, diarias, coletas, armazenamento, microscopia, leitores de
placas de ELISA, kits e reagentes de alto custo e mdo-de-obra técnica qualificada e bem
treinada. Além disso, na maioria das vezes, pode existir uma baixa taxa de adesdo a coleta
de material biolégico: sangue, urina e fezes. E principalmente as fezes, quando solicitadas
por multiplos dias, sejam seguidos ou alternados, para o exame de Kato-Katz, ideal para
uma deteccdo mais precisa em &reas de baixa prevaléncia. Procedimento necessario para
aumentar a sensibilidade do teste ou mesmo para uma associacdo com outros métodos,
sendo que em alguns casos o volume fecal solicitado pode ser alto, aumentado a rejeicéo
dos participantes (OLIVEIRA et al., 2018). Uma das formas de superar estas dificuldades
inclui o desenvolvimento de novos e mais sensiveis testes de diagnostico (GRYSSELS et
al., 2006; WEERAKOON, 2015; LINDHOLZ et al., 2018).

Estes novos e mais sensiveis testes de diagnostico, em geral, empregam métodos
parasitologicos mais extensos, métodos moleculares, ou metodos imunolégicos que se
baseiam na detec¢do de anticorpos ou antigenos no sangue ou na urina (GRYSSELS et
al., 2006). Estudos que avaliam a reatividade do soro, usando varias preparacdes de
antigenos com propostas para diagnéstico, demonstraram resultados variaveis sugerindo
que testes de imunodiagnostico tem uma aplicacdo limitada na deteccdo da
esquistossomose (CORREA-OLIVEIRA et al.,, 1988; WEBSTER et al., 1997). No
entanto, ALARCON DE NOYA et al., 2007, na Venezuela, sugeriram uma integracéo
entre a utilizacdo de métodos coproldgicos e soroldgicos em areas de baixa transmissao.
GONCALVES et al., 2006, também demonstraram um aumento da sensibilidade dos
testes sorologicos em comparacdo ao método de Kato-Katz e uma melhora nos indices de
diagndsticos ap6s uma combinagdo de métodos nas areas de baixa transmissao no Brasil.
Sugeriram imunodiagndsticos como valiosos instrumentos auxiliares para um diagnostico
mais preciso e confiavel. No entanto, também ressaltaram, uma possivel reatividade
cruzada com helmintos ou que a longa duracao de anticorpos especificos, para antigenos
de S. mansoni pode interferir e diminuir a especificidade destes testes soroldgicos
(CORREA-OLIVEIRA et al., 1988; 2002; GONCALVES et al., 2006).

A detecgdo de antigenos na urina pelo teste “point-of-care circulating cathodic

antigen” (POC-CCA ou CCA) ou teste rapido de urina ou simplesmente testes rapidos
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(TRs), tem demonstrado ser uma alternativa direta ao método de Kato-Katz através de
estudos comparativos que avaliaram muitas areas de alta e moderada endemicidade para
diferentes espécies de Schistosoma (COLLEY et al., 2013; SOUSA-FIGUEIREDO et al.,
2013). No entanto, ainda se faz necessario estudos epidemioldgicos comparativos em
areas de baixa prevaléncia ou areas endémicas de baixa transmissdo, no Brasil e
especialmente nas Minas Gerais, onde 0s estudos ainda permanecem escassos.

A comparacdo de novos métodos de diagndstico em relagdo a um teste de
referéncia pode ser problemética se 0 novo teste exceder a sensibilidade desse teste
referencial. Pode ser dificil determinar se isso representa um alto nivel de sensibilidade
ou um reduzido nivel de especificidade. Novas aplicacfes de métodos estatisticos
possibilitam uma comparacdo de multiplos testes de diagnosticos, mesmo na auséncia de
um “padrao ouro”, todavia necessitam de pelo menos 3 testes a serem comparados € um

N amostral, muitas vezes, consideravel (KOUKOUNARI et al., 2009).

3.6.1 Meétodos parasitoldgicos

Os ovos do S. mansoni ndo sdo apenas 0s elementos principais indutores da
resposta imune, nas inflamacGes crbnicas reguladas ou como resultado das lesbes
granulomatosas (COLLEY et al., 2014), sdo também os elementos do ciclo nos humanos
e outros vertebrados, mais indicativo da infeccdo ativa. Pois, a presenca e a visualizacao
dos ovos nas fezes ou em biopsias retais, ou a indicacdo indireta deles em exames
moleculares mais modernos como a Reacdo em Cadeia da Polimerase (Polimerase Chain
Reactor - PCR), (ENK et al.,, 2010; SIQUEIRA et al., 2015; CAlI, et al., 2019;
MAGALHAES et al., 2020) afasta, sobremaneira, a hipotese nula da ndo infeccao. Porém,
considerando-se principalmente custos efetivos, praticidade, mao de obra adequada e bem
treinada, os Exames Parasitologicos de Fezes (EPF) séo ainda hoje os mais elegiveis para
a constante busca dos ovos e das infec¢des ativas, destacando-se as agudas pds-posturais
ou até mesmo as cronicas. Portanto, o diagndstico padrédo de referéncia é o encontro dos
ovos nas fezes (GRYSSELS et al., 2006; LINDHOLZ et al., 2018).

A técnica preconizada por Lutz e denominada sedimentacdo espontanea ou
método de HPJ (HOFFMAN, et al., 1934), além de permitir a identificacdo de diversos
tipos de ovos, também é capaz de diferenciar ovos viaveis e ndo viaveis (HOFFMAN et
al., 1934). O método de Centrifugo-sedimentacdo ou método de Ritche (RITCHE, 1948)
e 0 método de Blagg ou MIFC (BLAGG et al., 1955) também sdo métodos qualitativos,

rapidos e ainda utilizados, especialmente pelos laboratérios de andlises clinicas. Porém,
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nenhum deles permite quantificar e estimar a carga parasitaria e consequentemente a
intensidade da infec¢do (BRASIL, 2014).

Lembrando que, em regibes de carga parasitaria baixa e baixa endemicidade essa
busca torna-se mais trabalhosa e incerta. De tal maneira que, resultados falsos negativos
podem ndo indicar auséncia de infec¢do, mas sim, diminuicdo ou perda de sensibilidade
dos testes. Sendo assim, os EPFs e outros métodos de diagnostico podem ser deficientes
na sensibilidade e os resultados tém sido subestimados, resultando em subnotificacGes
das reais prevaléncias (GRENFELL et al., 2014; LINDHOLZ et al., 2018). A perda de
sensibilidade, dificulta ainda mais o diagnostico parasitoldgico direto e resultados
negativos ou a auséncia de ovos nas fezes podem ser considerados falso negativos e ndo
auséncia de infeccdo (CHIEFFI et al., 1978; DE VLAS & GRYSSELS, 1992; ENK et al.,
2008)). E em muitos casos, faz-se necessario o aumento do nimero de amostras fecais e
laminas confeccionadas e examinadas, porém até um certo limite, conforme ENK et al.,
2008; SIQUEIRA et al., 2011; OLIVEIRA et al., 2018; SILVA-MORAES et al., 2019).
Além do mais, torna-se muito oneroso aos programas de controle o aumento de amostras
e laminas examinadas pois, serdo também aumentadas as dificuldades logisticas, custos
técnicos e matérias, alem da diminuicdo da participacdo da populacdo na entrega de
multiplas amostras fecais (TELES et al., 2003; ENK et al., 2008).

3.6.1.1 Método de KATO-KATZ (KATZ, et al., 1972)

E também, um método parasitolégico que identifica os ovos diretamente nas fezes
dos individuos, porém, além de ser qualitativo, permite a quantificacdo dos ovos e
estimativa de carga parasitaria. E tem sido o teste de referéncia recomendado pela OMS
desde 1993 para o diagndstico de esquistossomose mansoni em todo o mundo. Apds
longos periodos de diagnosticos coproldgicos, preferencialmente usando o método de
Kato-Katz, (KATO & MIURA, 1954; modificado por KATZ et al., 1972), como
recomendado pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) e utilizado no PCE (ENK,
2007), a partir da coleta de uma amostra fecal e confeccdo e leitura de duas laminas ao
microscopio Optico. As pesquisas atuais indicam que a sensibilidade do teste tem sofrido
perdas substanciais, inerentes ao proprio método como também fruto das diversas
intervengdes terapéuticas, e melhorias na educacgdo sanitaria, salde e saneamento bésico,
mesmo sabendo que ainda ha muito o que melhorar. O método de Kato-Katz é qualitativo,

porque identifica os ovos de S. mansoni e quantitativo porque determina o nimero de
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ovos por grama de fezes (OPG) e a estimativa da carga parasitaria. Gragas as
modificagdes inseridas por KATZ et al., 1972, a quantificacdo dos ovos e predicdo da
carga parasitaria, tornou-se mais facil e mais precisa, pois foi eliminado a necessidade da
pesagem das fezes.

KATZ e colaboradores, 1972, adaptaram um pequeno retangulo de plastico (4x3)
com um furo no meio de 6mm de didmetro, onde séo colocadas cerca de 41,7 mg de fezes
apds a passagem por uma tela de peneira fina de malha de 200u2. Para se obter o
esfregaco, todo o material fecal, peneirado e colocado no centro da ldmina sera coberto e
pressionado por uma laminula de celofane semipermeavel, previamente embebida e
mantida por pelo menos 24h numa solugdo diafanizadora contendo, agua destilada,
glicerina, verde malaquita ou azul de metileno. Cerca de uma hora ap6s a preparagdo as
laminas podem ser lidas ou até mesmo mantidas em caixas adequadas para posterior
leitura. Durante a leitura 0 namero de ovos encontrados, por exemplo: primeira lamina 4
ovos de S. mansoni sera multiplicado por 24 e entdo teremos 96 ovos por grama de fezes
(OPG). Segunda lamina 6 ovos, total 144 OPG. Como foram lidas duas laminas, vamos
obter a media do numero de ovos nas duas laminas igual a 5 ovos, multiplicando-se por
24, teremos 120 OPG, e esta € a estimativa da carga parasitaria. Desta forma o método
de K-K é também quantitativo.

Na tentativa e na busca constante de métodos parasitolégicos mais sensiveis,
GRAEFF-TEIXEIRA et al., 2007 testaram 0 HELMINTEX®, (HX), e COELHO et al.,
2009, testaram a técnica do gradiente salino (GS) comparando o desempenho e a
sensibilidade em relacdo ao método de Kato-Katz (K-K) e outros para o diagnéstico da

esqu istossomose.

3.6.1.2 Meétodo helmintex® (GRAEFF-TEIXEIRA, et al., 2007)

GRAEFF-TEIXEIRA e colaboradores (2007) desenvolveram a técnica do
HELMINTEX®, que tem, como principio basico o isolamento, a partir de uma série de
sequéncias de filtragens em diferentes concentracdes, a interacdo e a atracdo num campo
magnético, dos ovos de S. mansoni por esferas paramagnéticas. No HELMINTEX®, 30
gramas de fezes séo utilizadas e submetidas as sequéncias de filtracdo e sedimentacdo em
concentragdes diferentes, até a obtencdo dos ovos isolados pela interagdo e atracdo das
esferas paramagnéticas. Esses passos anteriores permitem uma limpeza quase que

completa da amostra facilitando a leitura ao microscopio 6ptico (MO).
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Diversos estudos demostraram que o HELMINTEX® apresenta maior
sensibilidade que o método de Kato-Katz (TEIXEIRA et al., 2007; CALDEIRA et al.,
2012; PINHEIRO et al., 2012; LINDHOLZ et al., 2018). OLIVEIRA e colaboradores
(2018) utilizando-se de amostras fecais da populacdo do distrito de Brejo do Amparo,
Januéria, MG, encontraram 84% de sensibilidade com o HELMINTEX® quando
comparado com 41% no K-K, uma amostra duas laminas e 45% com a técnica de
gradiente salino. Corroborando os achados anteriores e ressaltando a alta sensibilidade do
HELMINTEX®. LINDHOLS et al., 2018, trabalhando no nordeste brasileiro em area
sabidamente de baixa intensidade de infeccdo, utilizaram a técnica de HELMINTEX® e
alcancaram 100% de sensibilidade quando comparado com K-K uma amostra, duas

laminas e com o teste rapido de urina, POC-CCA.

3.6.1.3 Método de gradiente salino (COELHO et al., 2009)

Preconizada por COELHO e colaboradores (2009) é baseada na alta densidade
dos ovos do S. mansoni. No gradiente salino, ocorre uma “sedimentagao diferencial dos
ovos quando submetidos a um fluxo continuo e lento de solucdo salina a 3% através de
uma placa porosa”. Uma amostra fecal de cerca de 500 mg ¢ submetida a um fluxo
continuo de solucdo salina a 3%, que promove a suspensao e a retirada de detritos de
baixa densidade da amostra anteriormente diluida em salina 0,9%. Desta maneira, 0S 0V0S
de S. mansoni por possuirem alta densidade permanecem na superficie da placa porosa.
Logo apos, o sedimento obtido serd examinado ao MO. Apdés diversas adaptacoes, a
técnica hoje permite a purificacdo simultanea de até 12 amostras, com material
equivalente a 12 laminas de K-K. Nas condi¢des experimentais apresentadas, 0s autores
detectaram um numero médio de ovos utilizando-se do GS 6,83 * 1,41, enquanto que 12
laminas de K-K detectaram 4,70 + 1,25. Portanto, a técnica de GS apresentou maior
sensibilidade que 12 laminas de K-K. Também houve reducéo no tempo necessario gasto

para se examinar todo o sedimento.

3.6.2 Métodos imunoldgicos

Muitos testes imunoldgicos sdo relativamente simples, apresentam alta
sensibilidade e sdo essenciais nos estagios iniciais da infec¢do. Esses ensaios procuram
detectar anticorpos anti-Schistosoma ou antigenos de diferentes fases do ciclo do parasito.

Podem ser diretos, quando detectam antigenos do parasito ou indiretos quando procuram
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determinar quais os anticorpos sdo produzidos contra os diversos antigenos parasitarios.
S&o 6timas ferramentas de triagem em inquéritos epidemioldgicos na constante busca por
individuos positivos para o Schistosoma mansoni e outras espécies (GONCALVES et al.,
2006; JIN et al., 2010; WEERAKOON, 2015).

Porém, h& que considerar as dificuldades em distinguir, com o uso apenas de testes
imunoldgicos, entre infeccdo ativa e passada. E reacBes cruzadas com outros helmintos
também representam entraves na utilizacdo apenas de métodos imunoldgicos que buscam
detectar anticorpos. CAVALCANTI e colaboradores, (2013), ressaltaram a necessidade
de combinacéo de varias estratégias diagndsticas, principalmente, em areas de baixa carga
parasitaria ou endemicidade baixa quando utilizados apenas ensaios imunolégicos. Mas,
GREENFELL et al., (2014) destacaram que, em areas de baixa endemicidade os métodos
diagnosticos para esquistossomose mansoni estdo hoje em dia muito deficientes na sua
sensibilidade e resultam em subnotificacdes das reais prevaléncias. E, se dentre o0s
objetivos da WHO (2008b), esta a eliminacdo das esquistossomoses entdo, novos
métodos com maior sensibilidade devem ser constantemente buscados e testados. Desta
maneira, 0s imunodiagnosticos podem ter um papel, se ndo como protagonistas, de pelo
menos coadjuvantes consideraveis na tomada de decisdes.

Em artigo de revisdo, GOMES et al., (2014), destacaram que, para o diagndstico
da infeccéo por Schistosoma sdo necessarias técnicas diagnosticas mais precisas, muito
bem padronizadas e mais sensiveis. Nesta revisao, os autores incluiram dados de pesquisa
bibliografica do PubMed utilizando os critérios de esquistossomose e diagnostico no
periodo de 1978 a 2013. E comentaram sobre a lentiddo do desenvolvimento tecnolégico
para novos ensaios. Devido, provavelmente, a atual estratégia global de controle da
esquistossomose, construida em torno da quimioterapia preventiva, que é a administracao
regular de medicamentos a populagdes de risco sem diagndstico prévio. Por outro lado,
comentam também que muitos avangos nos testes diagndsticos ocorreram a partir de
investimentos pablicos, na maioria académicos, além dos institutos de pesquisa. Alguns

até frutos da desconexao classica entre o academicismo e a indUstria.

3.6.2.1 POC-CCA (TESTE RAPIDO DE URINA — “POINT OF CARE” -
ANTIGENOS CATODICOS CIRCULANTES)

A captura de antigenos circulantes, sejam eles anddicos (Circulating Anodic

Antigen - CAA) ou catodicos (Circulating Cathodic Antigen - CCA), ambos com caréater
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proteoglicanos derivados do epitélio intestinal do Schistosoma sp., sdo promissores e
foram testados a partir do uso do soro ou da urina por DEELDER et al., (1989), utilizando-
se de um ensaio de hemaglutinacdo indireta, da plataforma ELISA com anticorpos
monoclonais. Em 2004, VAN DAM et al., detectaram antigeno catddico circulante na
saliva e na urina e ressaltaram a importancia de um diagndéstico menos invasivo e mais
rapido. E importante destacar que tanto o CAA, quanto o CCA podem indicar infeccio
ativa presente e serem utilizados para avaliagcdo de resposta terapéutica ( WEERAKOON
et al., 2015). E nestes casos, a alta especificidade, a possivel estimativa de carga
parasitaria, e a queda acentuada desses antigenos circulantes apds tratamento, permitindo
uma avaliacdo de cura, justificaram o avancgo das pesquisas na busca por novas técnicas
diagnodsticas envolvendo os antigenos circulantes, mesmo considerando resultados de
sensibilidade baixa em areas de baixa endemicidade (GOMES et al, 2014,
WEERAKOON et al., 2015; SIQUEIRA, et al., 2016).

Essa detecgé@o de antigenos na urina pelo teste “point-of-care circulating cathodic
antigen” (POC-CCA ou CCA) ou teste rapido de urina tem demonstrado ser uma
alternativa direta a0 método de Kato-Katz pelos estudos comparativos que avaliaram
muitas areas de alta e moderada endemicidade para diferentes espécies de Schistosoma
(COLLEY et al., 2013). SOUSA-FIGUEIREDO et al., 2013, destacaram que apesar da
especificidade ter sido alta, maior que 87%, nos testes que avaliaram o CCA, a
sensibilidade foi muito baixa, chegando a 16,7% quando foi utilizado o protocolo de testes
com baixa transmissdo. FERREIRA e colaboradores, (2017), determinaram uma
sensibilidade de 68,1% e especificidade de 72,8 % com o POC-CCA quando comparadas
as de Kato-Katz, trés amostras, trés laminas, que apresentou sensibilidade de 25,6% e
especificidade de 94,6%, nos testes realizados em 300 individuos com idade entre 7-76
anos, na cidade de Pains, MG, considerada &rea de baixa transmissdo para
esquistossomose mansoni.

De tal forma que, ainda se faz necessario estudos epidemiol6gicos comparativos
em areas de baixa prevaléncia ou areas endémicas de baixa transmissdo, ou em areas ndo
endémicas no Brasil e especialmente em Minas Gerais, onde o0s estudos ainda
permanecem escassos (SIQUEIRA et al., 2016; FERREIRA et al., 2017; OLIVEIRA et
al., 2018; BEZERRA, et al., 2018, GRENFELL et al., 2013; GRENFELL et al., 2018).
H& que considerar, também, que resultados positivos no POC-CCA, indicados como
tracos, ou fracamente reagentes, elevam sobremaneira os resultados de sensibilidade,

como observado por SIQUEIRA e colaboradores, (2016), que indicaram uma
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positividade de 22,7% (32/141 — considerando trago como positivo) e, apenas 2,1%
considerando-se 0s tragos como negativos. BEZERRA, e colaboradores (2018) em estudo
realizado entre 2013 e 2015 na comunidade de Bananeiras, zona rural do municipio de
Capistrano, Ceara, nordeste do Brasil, também reportaram diferengas significativas na
sensibilidade do POC-CCA quando consideram os tracos como positivos, comparados
quando consideraram 0s tragos como negativos.

GRENFELL et al., (2019) relataram que os testes rapidos com urina, POC-CCA
necessitam de sensibilidade alta para que possam ser aplicados em trabalhos de campo e
principalmente em &rea de baixa endemicidade. Nesse mesmo artigo, os autores testaram
e avaliaram o desempenho com individuos de &areas de baixa endemicidade, de duas
marcas disponiveis de testes rapidos na urina, a POC-CCA® e Urina CCA (Shisto) ECO-
TESTE®. No protocolo com individuos com carga parasitaria de 0-76 OPG, portanto de
baixa endemicidade, os dois Kkits testados tiveram um desempenho ruim, quando
comparados com K-K, GS e POC-FLT (apds concentracdo da urina). Os autores
concluiram que os kits POC-CCA® e ECO-TESTE® foram inadequados para aplicacio
em areas de baixa endemicidade. E, quando foi utilizado o POC-FLT houve melhora no
desempenho. Mas, ressaltam a necessidade de buscas por testes mais precisos e avaliacoes
em areas de baixa endemicidade (GRENFELL et al., 2019).

PERALTA e colaboradores em (2018), ressaltaram a controveérsia dos tracos, ou
fraco reativos ou reatividade vestigial lidos nos kits comerciais do POC-CCA e
questionaram se o0s resultados sdo verdadeiramente confiaveis quando o POC-CCA ¢
aplicado nas areas de baixa endemicidade. Pois, a baixa carga parasitaria, comum nessas
areas de baixa endemicidade, diminui ainda mais a acuracia do POC-CCA. Resultando,
dessa maneira, em serios resultados conflitantes. Além do que, a eliminacao de resultados
falsos positivos (de novos Kits comerciais) ndo resultou na deteccdo de verdadeiros
positivos. Dessa forma, destacam, PERALTA e colaboradores, (2018), que tracos, fraco
positivos ou reatividade vestigial podem ser verdadeiras armadilhas diagndsticas.
Resultados discordantes entre K-K e POC-CCA e até mesmo entre Kits de
testes rapidos na urina diferentes, seja por fabricantes ou lotes de um mesmo fabricante,
também foram relatados por VIANA et al., (2019), e a interpretacdo desses resultados
discordantes, por exemplo quando K-K € positivo e POC-CCA negativo ainda sdo de
interpretacdes conflitantes. Neste mesmo artigo, os autores ainda relataram a discrepancia
entre os resultados obtidos em diferentes lotes de POC-CCA quando testados com uma

mesma amostra de urina. E, questionaram sobre o controle de qualidade desses Kits.
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3.6.2.2 ELISA (ENZYME-LINKED IMMUNORBENT ASSAY)

S80 descritos diversos métodos imunologicos indiretos como a
Intradermoreacdo, Hemoaglutinagdo Indireta — IHAT -, Imunofluorescéncia Indireta —
IFT- teste de Precipitina Circomoval (Circumoval Precipitina test- COPT), e ELISA
(ENZYME-LINKED IMMUNORBENT ASSAY).

O ensaio imunoenzimatico ELISA ou Teste de Imunoabsor¢do Enzimatica tem
sido o principal e mais comumente utilizado. Apresenta alta sensibilidade e especificidade
no diagndstico das esquistossomoses. Neste caso, ocorre a adsorcdo de antigenos ou
anticorpos sollveis em placa de poliestireno. Portanto, nessa reacdo imune, ocorre uma
ligagdo muito especifica entre antigenos e anticorpos que pode ser detectada qualitativa
ou quantitativamente (CAVALCANTI et al., 2013). Os autores também destacam que,
em areas de baixas cargas parasitarias e endemicidade também baixas, varias estratégias
diagnosticas devem ser empregadas, juntamente com ensaios imunologicos e
moleculares, na constante busca real das taxas de infecgéo.

O teste sorologico ELISA € o mais utilizado e apresenta alta sensibilidade e
especificidade no diagnostico das esquistossomoses. E a reacdo imune antigeno-anticorpo
pode ser qualitativa e quantitativa (WEIFENG et al., 2018). Com a utilizacdo do teste
ELISA podemos detectar varias classes de anticorpos a partir do reconhecimento por
diferentes antigenos expressos em qualquer fase do ciclo do S. mansoni (ENGVALL &
PERLMAN, 1971). Essa capacidade de deteccdo soroldgica de uma grande variedade
de classes de anticorpos aliada ao uso de ampla gama de antigenos torna o teste ELISA
mais utilizado dentre os imunodiagndsticos (GOMES et al., 2014; WEIFENG et al.,
2018).

O teste de intradermorreacdo foi pioneiro entre os testes imunologicos. E neste
caso sdo utilizados antigenos soluveis e diluidos de ovos, larvas e de vermes adultos, do
parasito que, sdo administrados via injecdo intradérmica. A resposta € avaliada a partir da
deteccdo e reacdo dos anticorpos. E relativamente confiavel nos casos de infeccdes
recentes. Foi utilizada em muitos inquéritos epidemiolégicos no passado, mas ndo € mais
recomendada atualmente. A reacdo permanece positiva por longos anos, mesmo em
individuos curados, produzindo uma alta taxa de falso-positivos (BRASIL, 2014 a;
WEERAKOON, 2015).

No teste de hemaglutinacdo indireta — IHAT, antigenos solGveis de ovos de S.

mansoni sdo anexados a partir da adsor¢do na superficie de hemécias de carneiro que
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sofrem a aglutinacéo resultante da reacdo antigeno-anticorpo. Portanto, quando hemécias
sensibilizadas sdo expostas aos soros de individuos suspeitos da doenca, 0s antigenos
adsorvidos na superficie das hemacias reagem com os anticorpos especificos provocando
aglutinacdo macroscopica. A sensibilidade da técnica €é de média a alta, mas a
especificidade é baixa. E pode ser observada também reacfes cruzadas com outros
helmintos e persisténcia de reacfes positivas apos tratamento (GOMES et al., 2014;
WEERAKOON et al., 2015).

A base do teste de imunofluorecéncia indireta — IFT esta na reatividade entre os
antigenos parafinados de ovos, cercarias e verme adultos do parasito e anticorpos anti-
Schistosoma obtidos a partir do soro ou de outros fluidos corporais. Esse teste usando-se
anticorpos IgM e IgA nas fases agudas e cronicas da esquistossomose apresentam boa
sensibilidade em areas de baixa carga parasitaria (KANAMURA et al., 1998). Mas,
segundo GOMES et al., (2014), a exigéncia de microscopio adequado e complexo,
técnicos bem treinados e reagentes muito especificos sdo entraves para o uso da IFT,
como diagnostico de rotina em areas endémicas da esquistossomose.

O teste de Precipitina Circumoval (Circumoval Precipitina test - COPT) ou
simplesmente reacéo periovular, foi preconizada em 1954 por OLIVER-GONZALEZ e
tem como base a formacdo de um precipitado de aspecto hialino em torno dos ovos
liofilizados de S. mansoni ap0s incubacdo com soro de individuos infectados. Alta
sensibilidade e especificidade foram relatadas por ALARCON DE NOYA, (2007), e
GOMES et al., (2014). Séao fatores desfavoraveis ao teste da reacdo periovular, o longo
tempo de execucdo (48 horas), muito trabalhoso e soroconversdo muito variavel
(WEERAKOON et al., 2015).
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4  JUSTIFICATIVA

As alteracdes epidemiologicas da esquistossomose, em Minas Gerais e em outros
estados da federacdo, destacando-se principalmente a queda nas cargas parasitdrias,
devido as sucessivas intervencdes terapéuticas, além das dificuldades diagnosticas
utilizando-se apenas do método coproldgico de Kato-Katz (KATZ et al., 1972), podem
subestimar as taxas reais da prevaléncia nestas areas. Assim, tornou-se necessario a busca
por novos métodos diagndsticos mais sensiveis, de facil aplicacdo e capazes de identificar
infecgdes baixas e/ou muito baixas, para um correto e rapido tratamento e para avancar
no controle e na eliminagdo da esquistossomose no Brasil (ENK et al., 2008; WHO, 2009;
GUIMARAES et al., 2010; SCHOLTE et al., 2012; BRASIL, 2014 a, b).

Desde 1975, sdo criados programas de combate e controle da esquistossomose no
Brasil. A partir de 1976, foi criado o Programa Especial de Controle da Esquistossomose
(PECE), tratando como prioridade o combate e controle da doenca. Na década de 1990
ocorreu a descentralizagdo das agdes de controle e vigilancia, ampliando a participagao
dos municipios e diversas adequagdes regionais e municipais foram desenvolvidas. A
descentralizacdo ocorrida a partir de 1993 esta relacionada com as alteragdes
epidemioldgicas e os novos padrdes de positividade diminuidas nas diversas areas
endémicas (BRASIL, 2014 a e b). Porém, com a descentralizagao do PCE, surgimento de
novas prioridades para os servigos da saude e escassez de mao de obra e verbas federais,
estaduais e municipais, houve uma tendéncia de abandono do PCE no estado e
especialmente no Norte e Nordeste de Minas Gerais, regides mais afetadas pela
esquistossomose mansoni.

A distribuicdo da esquistossomose em Minas Gerais apresenta um padrao
irregular, desde areas de transmissdo muito baixas, ausentes, ou ndo endémicas como as
regides sul, oeste, noroeste e tridngulo, até dreas de maior endemicidade como as regides
nordeste e norte. A regido Norte ¢ endémica (Médio Sdo Francisco e Itacambira), Oriental
e Centro (Alto Jequitinhonha, Metalurgica, Oeste e Alto Sdo Francisco) destacando-se na
transmissdo ativa da esquistossomose (GAZZINELLI et al., 2001; SISPCE/SVS/MS,
2017; KATZ, 2018). Situado na regido Norte do estado de Minas Gerais (Médio Sao
Francisco), encontra-se o municipio de Januaria, a uma distancia de 600 Km de Belo
Horizonte (Figura 4), determinado geograficamente pelos paralelos 15° 29’16 de

latitude sul, com intersecdo pelo meridiano 44° 21°43” de longitude oeste.
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Figura 4. Localizacdo do municipio de Januaria no estado de Minas Gerais em relacdo a capital,
Belo Horizonte. Em vermelho municipio de Januaria, em azul municipio de Belo Horizonte.
FONTE: ADAPTADO DE IBGE, 2008.

O Municipio de Januaria, MG, através do Departamento de Endemias e Vigilancia
Ambiental da Secretaria Municipal de Saude, mantém boas relagdes e diversos convénios
com pesquisadores da UFMG desde os anos 2000. No municipio, o Departamento de
Parasitologia, ICB, UFMG, mantém um laboratério de campo, para disciplinas dentro do
Programa de Pés-graduacdo em Parasitologia e tem colaboragdes para conduzir
pesquisas sobre as principais doencas parasitarias presentes na regido,
especialmente Leishmaniose Tegumentar Americana e Esquistossomose.

Com o parcial abandono do PCE, as pesquisas conduzidas pela UFMG tornaram-
se cada vez mais importantes para o municipio de Janudria (OLIVEIRA et al., 2018;
VIANA et al., 2019; MAGALHAES, et al, 2020). Devido a grande extensio do
municipio, ha anos muitas comunidades e localidades nao tem sido trabalhadas pelo PCE,
segundo o coordenador Adailton Viana Bitencourt, resultando em incertezas e cobrancas

pela populagao.
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Levantamentos epidemiologicos e precisos sdo essenciais para definir a situagdo
endémica da esquistossomose e para dirigir intervengdes diferenciadas na populagdo
atingida (WHO, 2012). O diagnostico, até entdo baseado em exames coproldgicos por
método de Kato-Katz (1 amostra fecal com uma ou duas laminas), necessita cada vez
mais de métodos alternativos, como por exemplo o teste rapido da urina (POC — CCA)
(COLLEY et al., 2013 ¢ GRYSSELS et al., 2006). Além disso, a aplicagdo de métodos
soroldgicos e/ou moleculares sdo indicados para triagem e para aumentar a acuracia do
diagnostico em certas situagdes (CAVALCANTI et al., 2013; GRENFELL et al., 2018;
OLIVEIRA et al., 2018; MAGALHAES et al., 2020; SANTOS, 2019) e o uso do teste
ELISA utilizando-se IgM anti-SWAP e IgG anti-SEA, pode auxiliar na triagem dos casos
supostamente positivos, ainda que, ndo seja capaz de definir se a infeccao
esquistossomotica € passada ou ativamente presente.

Portanto, a nossa proposta foi de fazer levantamentos epidemiologicos em um
estudo transversal, para a esquistossomose em trés comunidades rurais do Municipio de
Januaria, que nao tem sido trabalhadas pelo PCE ha anos (Bom Jantar e Gameleira) ou
que foram trabalhadas de forma incompleta pelo PCE (Barra do Pindaibal). Para um
diagnostico mais preciso da esquistossomose, métodos alternativos ao Kato-Katz foram
incluidos e o desempenho foi comparado com o método recomendado pela OMS. Os
dados obtidos neste estudo poderdo auxiliar na discussdo e redefinicao de limites para
endemicidade (baixa, média e alta) da esquistossomose e propor novas faixas de
prevaléncia para estratégias de tratamento preventivo estabelecidos pela Organizagao
Mundial da Satde (WHO, 2012).

Como intervencgdes adicionais, foram realizadas varias palestras de sensibilizagdo
nas localidades de Gameleira, Bom Jantar e Pindaibal, (Januaria, MG). Todos 0s
moradores foram convidados a participarem das palestras, seminarios, aulas tedricas e
praticas, procurando enriquecer e sedimentar 0os novos conhecimentos das principais
verminoses, destacando-se a esquistossomose mansoni (ciclo, transmissdo, patologia,
diagndstico, tratamento, controle de cura e prevencdo) aumentando a participacdo de toda
a comunidade e ressaltando a importancia dessa endemia. Ressalto também que, a
participacdo ativa de todos, foi crucial para alcangarmos o sucesso desejado e norteou as
intervencdes necessarias para uma possivel interrupcdo da transmissdo ativa da

esquistossomose nas regides trabalhadas (Figura 5).
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Figura5. A) Trabalho de Educacdo em Saude, na localidade rural de Barra do Pindaibal,
Januaria, Minas Gerais. B) Veredas em Barra do Pindaibal. Fonte: Proprio autor
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As amostras bioldgicas (fezes, urina e sangue) coletadas, foram processadas,
estocadas e analisadas no Centro Avancado de Tratamento e Pesquisa em Leishmanioses,
Januéria, MG, no Departamento de Endemias e Vigilancia Ambiental da secretaria
Municipal de Salde de Januaria, MG, e no Laboratério de Helmintoses Intestinais do
ICB/UFMG. Também foram utilizados o0s recursos adicionais aprovados pela
Organizacdo Mundial de Saude para a aquisicdo de material de consumo e para a compra
do teste rapido de urina (TDR, Small Grants Scheme, US$ 15.000,00) pelo Laboratério
de Helmintoses Intestinais ICB/UFMG.

Os trabalhos de campo foram conduzidos em colaboracdo com a Equipe de
Controle da Esquistossomose do Departamento de Endemias e Vigilancia Ambiental da
secretaria Municipal de Salude de Januaria, MG. Varias etapas desse projeto de doutorado
(especialmente as atividades de campo) foram acompanhadas e realizadas com a
colaboracéo e participacdo dos alunos de doutorado Diogo Tavares Cardoso, Dayane
Costa de Souza, Vanessa Normandio de Castro e dos doutores Dr. Agostinho Gongalves
Viana, Dra. Fernanda do Carmo Magalhdes, Dr. Jodo Paulo dos Santos, todos do
PPGPAR/ICB/UFMG. Resultados preliminares desse projeto ja foram apresentados em
congressos nacionais, simpasios internacionais e encontros de pesquisa SILVA, R. E. et
al., 2017, 2018). E brevemente seréo publicados em revistas nacionais e/ou internacionais

indexadas.
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5 OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO GERAL

Analisar o desempenho e a sensibilidade dos testes imunologicos POC-CCA e
ELISA (IgM-anti-SWAP e IgG anti-SEA) em comparagdo ao método parasitologico de
Kato-Katz no diagnostico da infecgdo por S. mansoni para determinagdo de prevaléncia

em comunidades de baixa e alta endemicidade no municipio de Januaria, Minas Gerais.

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v Determinar a prevaléncia da infeccdo por S. mansoni pelo método de Kato-
Katz em relacdo ao sexo e faixa etaria, na populacéo das localidades rurais: Bom Jantar
e Gameleira, Distrito de Tejuco, e Barra do Pindaibal do Distrito de Sdo Joaquim,

Municipio de Januéria, Minas Gerais;

v Determinar a prevaléncia da infeccdo por S. mansoni a partir do teste
rapido de urina (POC-CCA®) em relagdo ao sexo e faixa etaria, na populacdo das

localidades rurais: Bom Jantar, Gameleira e Barra do Pindaibal;

v Determinar a soroprevaléncia da infeccdo por S. mansoni a partir da
reatividade dos imunoensaios comerciais ELISA IgM anti-SWAP e IgG anti-SEA
(Euroimmun, Alemanha) em relacdo ao sexo e faixa etaria, na populacao das localidades

rurais: Bom Jantar, Gameleira e Barra do Pindaibal;

v Avaliar a concordancia do teste rapido de urina (POC-CCA) e dos
imunoensaios ELISA IgM anti-SWAP e IgG anti-SEA em relacdo ao exame

parasitologico de fezes (EPF) pela técnica Kato-Katz;

v Avaliar possiveis correlacdes entre carga parasitaria e niveis de

imunoglobulinas IgM e 1gG, e ao antigeno catddico circulante (CCA) na urina;

v Determinar as correlagcdes entre a idade e as respostas imunoldgicas as IgM
anti- SWAP e IgG anti-SEA.
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6 METODOLOGIA

6.1 ASPECTOSETICOS

Todos os principios éticos foram respeitados conforme as orientacdes da
Resolucdo 466/12 (Brasil, 2013). A deciséo do COEP-UFMG foi deferida em
21/09/2015, com o parecer de aprovacdo pelo CEP (CAAE: 47200115.8.0000.5149)
(ANEXOS A e B).

Previamente o estudo foi explicado para a populacdo, lideres da comunidade e
Agentes Comunitarios de Saude (ACS), (Figura 6), em busca de uma ampla aceitacao.
Toda a comunidade foi convidada para participar voluntariamente no estudo e o Termo
de Consentimento Livre e Esclarecido -TCLE (ANEXO C) foi entregue e assinado por
todos os participantes. Os menores de 18 anos receberam e assinaram um Termo de
Assentimento Livre e Esclarecido -TALE ap0s a assinatura do TCLE pelos pais ou
responsaveis (ANEXOS D e E).

O Municipio de Januéria, foi incluido no projeto de pesquisa financiado (CNPq,
DECIT NP° 44/2012) e os principais equipamentos para coleta e estocagem de material
biologico ja estavam estruturados no Centro Avancado de Tratamento e Pesquisa em
Leishmanioses. A colaboracédo entre o Departamento de Parasitologia e a Vigilancia em
Salde da Secretaria Municipal de Saude (SMS) de Januéria, esta estabelecida ha varios
anos.

Os resultados dos exames foram apresentados aos gestores de saide do municipio
apos a avaliacdo, o laudo (ANEXO F) individual do exame parasitoldgico entregue
devidamente identificado e assinado pelo coordenador do estudo ao gestor e
posteriormente a todos individuos.

Os positivos para esquistossomose (K-K) e/ou geohelmintoses foram
referenciados as Unidades Basicas de Saude (UBS), onde foram avaliados clinicamente,
por médicos de referéncia. Os positivos para esquistossomose receberam gratuitamente o
tratamento com o Prazigquantel por via oral, além de orientacdes relacionadas a avalicdo
da cura e reinfeccdo. Aos positivos para geohelmintos foi indicado o tratamento com o

Albendazol em dose Unica (400mg).
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Figura 6. Sensibilizacdo da populacdo sobre esquistossomose e parasitoses intestinais.
Explicacdo do projeto e convite a participacdo. Na Escola Publica Municipal Fazenda Pindaibal
I. Fonte: Préprio autor

6.2 DELINEAMENTO DO ESTUDO
Estudo epidemioldgico transversal a partir da aplicacdo de métodos diagndsticos
quantitativos, com pesquisa descritiva e comparativa. Neste estudo verificou-se a

associacgdo entre os desfechos parasitismo e as variaveis como sexo e faixa etéaria.

6.3 AREA DE ESTUDO
6.3.1 JANUARIA

Com uma populacdo estimada em 67.628 habitantes (IBGE, 2018), o municipio
de Januéaria (Figura 7) possui uma area de 6.691,174 km? com uma densidade
demografica de cerca de 10,1 hab./km?.

Em relacdo a renda, no ano de 2016, o salario médio mensal era de 1.7 salarios
minimos. A proporgédo de pessoas ocupadas em relacdo a populacéo total era de 8.4%.
Considerando domicilios com rendimentos mensais de até meio salario minimo por
pessoa, tinha 47% da populacéo nessas condi¢es. Enquanto que, em relacdo a educagéo,
a taxa de escolarizacéo (para pessoas de 6 a 14 anos) foi de 96,4% em 2010. Em 2017, os
alunos dos anos inicias da rede publica da cidade tiveram nota média de 5,5 no IDEB.
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Para os alunos dos anos finais, essa nota foi de 5,6. FONTE: Qedu.org.br ideb/inep
(2017).

Considerando-se alguns aspectos de salde e saneamento, a taxa de mortalidade
infantil média na cidade € de 11,59 para 1.000 nascidos vivos. As internacdes devido a
diarreias sdo de 0 para cada 1.000 habitantes. O municipio de Januaria, apresenta 37,2%
de domicilios com esgotamento sanitério, 83,9% de domicilios urbanos em vias publicas
com arborizacdo e 3,7% de domicilios urbanos em vias publicas com urbanizagdo
adequada (presenca de bueiro, calgcada, pavimentacédo e meio-fio).

Desde 2005, o Departamento de Parasitologia do ICB/UFMG mantém um
convénio com a Secretaria Municipal de Saude de Januaria, e em 2011 foi inaugurado o
Centro de Esquistossomose no Distrito de S&o Joaquim, facilitando e aumentando as
pesquisas e vigilancia em relacdo ndo s6 a Esquistossomose, mas também as demais

parasitoses como Leishmanioses e Doenca de Chagas.
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O Programa de pés-graduacdo em Parasitologia ICB/UFMG mantém a disciplina:
Atividade de Campo I, coordenada pelo Prof. Stefan Michael Geiger com a participacéo
efetiva de diversos outros professores e doutores do Departamento de Parasitologia
ICB/UFMG. Em relatério final da disciplina, os alunos de mestrado e doutorado do ano
de 2016, determinaram o indice de positividade para esquistossomose mansénica no
distrito de S&o Joaquim, em 29,8 % (14/33) obtido a partir de 1 amostra de fezes por 2
laminas de Kato-Katz (SILVA et al., 2016).

Analisando-se os dados do Programa de Controle da Esquistossomose (PCE) no
municipio de Januéria, entre os anos de 1996 a 2010, observa-se uma média de 8,6%
(Figura 8) de localidades trabalhadas entre as 463 reconhecidas geograficamente.
Somente no ano de 1999, foi trabalhado o percentual de 20% de localidades como
recomendado pelo MS, apontando uma positividade de aproximadamente 66%. Mesmo
ndo cobrindo os 20% de busca ativa nas localidades anualmente, entre aquelas 596
trabalhadas no periodo de 1996 a 2010, cerca de 76% apresentaram positivas para
esquistossomose (RUAS et al., 2013).

N° de

- Total de Populacke Total de P % de Total
Anos localidades e el Localidade = localidade de localidade
trabalhadas Positiva e positiva existentes

1996 43 4884 36 3558 83.72% 463

1997 74 8701 66 6369 89.19% 463

1998 22 3046 21 2263 95.45% 463

099 93 6075 61 4998 65.59% 463

2000 30 3466 14 2671 46.67% 463

2001 32 9987 30 6837 93.75% 463

2002 44 11014 44 8498 77.27% 463

2003 54 7 150 54 5294 90.5 % 463

2004 59 7270 54 54 91.53% 463

2005 51 12941 39 8255 76.47% 463

2006 11 2831 7 2633 63_64% 463

2007 25 3641 19 2663 76.00% 463

2008 24 3030 20 2137 83.33% 463

2009 4 1957 1 1129 25.00% 463

2010 30 3550 26 2258 86.67% 463

Figura 8. Localidades positivas para esquistossomose mansoni, ho municipio de
Januéria, Minas Gerais, no periodo de 1996 a 2010. Fonte: (RUAS et al., 2013).

Dados do SISPCE (MS, 2019) em Januaria, referentes ao periodo de 2003 a 2015
(Figura 9), demonstram que em todo o periodo, foi trabalhada (recipiente entregue) uma
populacdo de 50.202 individuos, sendo que 80% (n= 40.175) foram examinados e 13,1%

(n= 5.268) apresentaram a infeccdo para Esquistossomose mansoni, portanto,
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classificando o municipio como de media/moderada endemicidade, percentual de
positividade entre 5 e 15%.

Considerando-se 0s positivos para esquistossomose mansoni no periodo, a maior
proporcao de ovos encontrados foi de 76,6% (4.036/5.268) com carga baixa (< 100 OPG),
e 19,6% (n= 682) com carga moderada (100 a 399 OPG), apenas quatro individuos
apresentaram carga alta (> 399 opg), caracterizando a carga parasitaria predominante
como baixa (WHO, 1994). Entre aqueles 5.319 parasitados registrados no SISPCE, no
periodo (incluindo atendimento de demanda esponténea) e indicados ao tratamento,
somente 83,7% (n= 4.453) foram tratados, 14,7% (n= 784) ndo foram tratados por
contraindicacéo, e 0,6% (n= 31) por auséncia.

Foi observado ainda que, no mesmo periodo 12,6% (n= 5.049/40.175) foram
positivos para outras verminoses, incluindo A. lumbricoides com 55,0% (n= 2.777);
Ancilostomideos com 24,0% (n=1.211); E. vermiculares com 8,4% (n=426); T. trichiura
com 4,4% (n= 224); Hymenolepis nana com 4,1% (n= 205); Taenia sp. com 2,7% (n=
137), Strongyloides stercoralis com 0,1%, e 1,3% (n= 64) ndo especificados.

Entre 2008 e 2019, foram notificados no SINAN (MS, 2019) 1.304 casos da
esquistossomose. Porém, entre os anos de 2008 e 2011, 1.285 casos permaneceram com
a forma clinica indeterminada, com apenas 3 casos no ano de 2010 identificados com a
forma clinica intestinal. N&o existem registros de casos no periodo de 2012 a 2014, e entre

2015 e 2019, somente 10 casos foram identificados com formas clinicas graves.
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Série historica do Programa de Controle da Esquistossomose
Januadria
2003-2015
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Figura 9. Programa de Controle da Esquistossomose (PCE) em Janudria, 2003 a 2015. Acesso em julho (Ministério da Salde, 2019)
(http://tabnet.datasus.gov.br/cgi/deftohtm.exe?sinan/pce/cnv/pcemg.def)
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6.3.2 DISTRITO DE TEJUCO - LOCALIDADES DE GAMELEIRA E BOM

JANTAR

O trabalho foi realizado nas localidades rurais de Gameleira determinada pelas
coordenadas 15°33°3.94” de latitude sul e 44°26°32.99” de longitude oeste e Bom Jantar
(1 15°33°37.47”S e 44°28°54.35”0) situadas aproximadamente a 18 Km do centro do
municipio de Januéria, Minas Gerais. Na comunidade de Gameleira vivem cerca de 350
pessoas, oriundas de antigos quilombos. H& mais de 30 anos que a populacédo local recebe
agua de poco artesiano. As casas sdao de alvenaria e tém banheiros e caixa d'agua. O
esgoto sanitario é lancado em fossa negra. Na comunidade existe a Associagcdo
Remanescentes Quilombola de Gameleira, certificada em 02/12/2004 (BRASIL, 2016).
A comunidade tem naturalmente aptiddo agricola com o cultivo de mandioca, feijdo e
cana-de-agucar. O Bolsa Familia do governo Federal € a renda mais comum, além das
aposentadorias (BASTOS, 2016; BRASIL, 2014).

A localidade de Bom Jantar, situada muito proxima a Gameleira, também tem
enorme aptiddo agricola e usa as aguas da Barragem de Bom Jantar (Figura 10 A) para
irrigacdo de suas lavouras (milho, mamao, feijdo, mandioca, cana-de-agtcar). Em Bom
Jantar encontra-se também a Escola Estadual Faustino Pacheco de ensino fundamental 11,
do 6° ao 9° ano. A escola tem boa infraestrutura predial, a &gua ¢é fornecida a partir de
poco artesiano. Tem banheiros, bebedouros e cantina que fornece alimentacao aos alunos.
Em inquérito coproscopico realizado nas duas localidades no ano de 2011 foi detectado
uma prevaléncia de cerca de 7% para esquistossomose (comunicado do chefe do
Departamento de Endemias e Vigilancia Ambiental da Secretaria Municipal de Saude de
Januéria, MG). A barragem de Bom Jantar (Figura 10 A) também é utilizada para lazer
(pesca e natacdo). Na figura 10 B, observa-se as caracteristicas da localidade de

Gameleira.
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Figura 10. A) atividades recreativas de risco para infecgdo para S. mansoni na barragem
de Bom Jantar B) Entrada da localidade de Gameleira. Fonte: Préprio autor.
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6.3.3 DISTRITO DE SAO JOAQUIM - BARRA DO PINDAIBAL

O Distrito de Séo Joaquim pertence ao municipio de Januaria, localizado a uma
distancia de 98 Km da sede. A maior parte das moradias recebia agua diretamente do rio
sem nenhum tratamento. Em agosto de 2016 iniciou o fornecimento de &4gua tratada para
as residéncias. A populacdo ndo conta com uma infraestrutura viaria pavimentada, tanto
nas ruas que interligam os bairros, quanto no percurso para Januaria, o que torna o local
de dificil acesso. Servi¢os relacionados ao atendimento a satide da populagdo também sdo
bastante precarios, no entanto, a escola presente na regido conta com uma boa
infraestrutura para o ensino dos alunos. Mas, alguns destes necessitam de transportes
diérios até a escola, que por muitas vezes fica quebrado e impossibilitado de transitar.
Devido a algumas dessas caracteristicas o distrito € conhecido por apresentar altas
prevaléncias de diversas parasitoses. Entre elas, destacam-se a Esquistossomose, a
Leishmaniose e a Doenca de Chagas, que infelizmente, ainda possuem o carater endémico
nessa populacdo (Figura 11).

Na localidade de Barra do Pindaibal residem cerca de 48 familias e cerca de 200
pessoas que vivem na sua maioria do programa de Bolsa Familia, aposentadoria,
trabalhadores informais na capina, pequenos servicos agricolas esporadicos. A
comunidade usa a agua do corrego do Pindaibal, para banho, afazeres domésticos e lazer,
dentre outros. Ndo ha poco artesiano ou agua tratada. Os banheiros ou privadas sdo
externas e sem esgoto, os residuos sdo lancados em pequenas fossas secas, ou mesmo a
céu aberto. A Escola Municipal Fazenda Pindaibal 11, fornece o ensino fundamental I (12

a 5% série), e alimentacédo aos alunos.
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Figura 11. A) Distrito de Sdo Joaquim; B e C) Escola Municipal Fazenda Pindaibal 11, Sdo
Joaquim; D) Corrego Pindaibal e Veredas em Barra do Pindaibal II. Fonte: Proprio
autor/Novembro 2017 66
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6.4 POPULACAO DE ESTUDO

6.4.1 CRITERIOS DE INCLUSAO

Foram incluidos nesta pesquisa residentes nas trés localidades, todas as faixas
etarias e de ambos os géneros (feminino e masculino). Toda a populacéo foi convidada a
participar do estudo e entregar material fecal e urina. O sangue foi extraido apenas de
criancas maiores que seis anos, adolescentes e adultos até 70 anos.

6.4.2 CRITERIOS DE EXCLUSAO

Foram excluidas desta pesquisa todas as gestantes ou em fase de lactacdo, que se
apresentaram nestas condi¢cGes na avaliagdo inicial. Também foram excluidos da
populacdo de estudo, individuos com dificuldades de entender e cooperar com 0s termos

do estudo, 0s que ndo assinaram 0s termos e 0s que ndo concordaram em participar.

v Gameleira e Bom Jantar

Nas localidades de Gameleira e Bom Jantar, residiam cerca de 450 individuos
segundo o Reconhecimento Geografico (RG) do municipio de Januéaria, no ano de 2017
(ano da coleta de amostras). Consentiram/Assentiram participar do estudo nestas

localidades 290 individuos.

v Barra do Pindaibal

Ja na localidade de Barra do Pindaibal, residiam no momento da coleta, cerca de
48 familias, perfazendo aproximadamente 200 individuos conforme o RG do municipio
no momento da coleta das amostras no ano de 2017. Consentiram/Assentiram participar

do estudo nesta localidade 91 individuos.
6.5 METODOS DE DIAGNOSTICO

A coleta de amostras bioldgicas (fezes, urina, sangue) foi realizada em um s6

momento nas trés localidades. O fluxograma 1, apresentado no final deste titulo
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representa 0 nimero total de individuos amostrados por método diagndstico, nas trés

localidades.

v Coleta de Fezes

Para o diagnostico parasitoldgico, no minimo, uma amostra de fezes foi coletada
em frasco de 50 mL devidamente identificado com codigo Unico para cada individuo.
Todos foram orientados quanto a forma correta de realizar a coleta em relagdo a
quantidade, ao armazenamento e a entrega das amostras. Foram orientados ainda a manter
a identificacdo do frasco e a ndo coletar fezes diarreicas, pela dificuldade de confeccionar
as laminas.

Em todas as localidades Bom Jantar, Gameleira (baixa endemicidade), e em Barra
do Pindaibal (alta endemicidade) foi coletada uma amostra fecal e confeccionadas duas

laminas por cada amostra. (1 amostra/2 laminas).

v Coleta de Urina

Para realizacdo do teste POC-CCA uma amostra de urina (5-10 ml) foi coletada
em frascos de 50 mL previamente identificados com o cddigo Unico para cada individuo.
Todos foram orientados sobre a coleta, sendo utilizada a primeira urina da manha,
dispensando-se o primeiro jato. O teste POC-CCA foi realizado no Centro Avancado de
Tratamento e Pesquisa em Leishmanioses, Januaria, MG. De cada amostra de urina foram
aliquotados e estocados, trés microtubos tipo eppendorf de 1,5 mL, devidamente

identificados e armazenados em freezer a -20°C no LHI.

v Coleta de Sangue

A coleta de sangue venoso foi conduzida no antebrago dos individuos utilizando
tubos siliconizados e sem anti-coagulantes de 10mL.

As amostras foram devidamente identificadas com o cddigo Unico de cada
individuo. O sistema de coleta foi a vacuo, utilizando-se materiais apropriados
para essa finalidade. Para coleta de sangue em criancas (menores de 9 anos) ou
com dificuldade de acesso venoso, foram utilizados escalpes e/ou seringas com

agulhas de menor calibre. As coletas foram realizadas por técnicos em
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enfermagem devidamente treinados, disponibilizados pelo municipio. Todas as etapas de
coleta foram realizadas seguindo-se 0s procedimentos de biosseguranca.

Apos a coleta o material foi centrifugado (1500 r.p.m por 10 minutos) no Centro
Avangado de Tratamento e Pesquisa em Leishmanioses, Januéaria. O soro foi separado e
armazenado em tubos eppendorf de 1,5 mL devidamente identificados, em freezer -80°c.
Para a realizagéo da sorologia, foram descongelados e aliquotados.

6.5.1 METODO PARASITOLOGICO DE KATO-KATZ

Foram confeccionadas, para cada individuo, duas ld&minas de microscopia Optica
por amostra de fezes nas duas areas (Figura 12). Todas as ldaminas foram produzidas, por
meio da utilizacdo do HELM TEST - Biomanguinhos que é um teste qualitativo-
quantitativo para deteccédo parasitoldgica de verminoses. O nimero de ovos encontrados
foi multiplicado pelo fator de conversdo 24 (41,7 mg em cada orificio x 24= 1000,8mg),
0 que correspondeu ao numero de ovos por grama de fezes (OPG). A carga parasitaria
individual foi determinada pela média aritmetica do nimero de ovos de S. mansoni por
lamina confeccionada, e a intensidade da infeccdo foi calculada de acordo com o OPG,
conforme preconiza 0 metodo. A intensidade de infeccdo pode ser classificada em: ndo
infectados (0 OPG); infectados com baixa carga parasitaria: de 1-99 OPG; média: 100-
399 OPG e alta: 400 ou mais (OPG) (WHO, 1994).

As laminas foram confeccionadas, identificadas com o cddigo de cada individuo,
e examinadas pelo responsavel do estudo e demais colaboradores devidamente treinados
(técnicos do PCE de Januéria, alunos da graduacao e pds-graduacao). As laminas foram
armazenadas em caixa de madeira exclusiva para essa finalidade. Todas as laminas
positivas, tanto para infeccdo pelo S. mansoni, quanto para geohelmintos foram
conferidas por trés colaboradores, e 10% das laminas negativas foram conferidas pelo

responsavel pela pesquisa (controle de qualidade). Os resultados foram registrados
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transferidos para um banco de dados, utilizando o software EXCEL (Microsoft-Office —
2013).

N =

MG/Faculdade de Farmacia/ACT

Figura 12. Método parasitoldgico quantitativo de Kato-Katz A) componentes do Kit
disponibilizado por Biomanguinhos — Fiocruz; B) Foto esquematica da confeccdo de laminas do
teste de Kato-Katz (Escola de Farmacia, UFMG); C) visualizacdo microscépica 400X de ovos
de S. mansoni. Fonte: (Geiger S.M.).

A classificacdo da endemicidade pelo método parasitolégico de K-K foi
determinada conforme ilustrado no Quadro 1, e em acordo com as seguintes referéncias
(BRASIL, 2014 a e b; ROCHA et al., 2016; Katz, 2018).

Quadro 1. Classificacdo da endemicidade para esquistossomose mansoni, de acordo com o
percentual de positividade (BRASIL, 2014 a e b; ROCHA et al., 2016; Katz, 2018).

PERCENTUAL DE POSITIVIDADE | CLASSIFICACAO ENDEMICIDADE
<5% BAIXA
ENTRE 5 e 15% MEDIA/MODERADA
> 15% ALTA

6.5.2 METODOS IMUNOLOGICOS

4 Deteccdo de anticorpos de S. mansoni em amostras de soro e teste humoral
da reatividade pelos ensaios imuno-enzimaticos indiretos (Enzime-linked
Immunosorbent Assay, ELISA), IgM anti-SWAP e IgG anti-SEA EUROIMMUN®
(Alemanha).

O teste ELISA indireto foi utilizado para realizar a deteccdo de anticorpos IgM e
IgG, no soro. O teste comercial fornece microplacas de poliestireno, contendo 12 tiras de
microtitulacdo, cada uma com 8 cavidades de reagente de interrupcdo revestidas com
antigeno sollvel de vermes adultos (IgM anti-SWAP) ou de antigeno de ovo (IgG anti-

SEA) do S. mansoni altamente purificados. Além disso, cada kit vem com controle
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positivo, controle negativo e um tubo calibrador. Exceto o soro dos indiviudos, todos os
componentes utilizados nos ensaios, foram fornecidos pelo fabricante.

Na primeira etapa dos ensaios, 10uL das amostras de soro foram diluidas (1:100)
em solucdo tampdo. Apds a homogeinizacdo e estabilizacdo da placa a temperatura
ambiente, 100pL da solugéo foi transferida para mesma, assim como o calibrador, e 0s
controles positivo e negativo, e logo ap6s foram incubadas a 37°C por 60 minutos. Apds
a incubacéo, a placa foi lavada trés vezes, cada poco recebendo 300puL de solucéo de
lavagem. Logo em seguida foi adicionado a placa 100pL da enzima conjugada, e
novamente a placa foi incubada a 37°C por 30 minutos. Apés a incubagdo, foi lavada trés
vezes, e adicionado 100uL de substrato, permanecendo no escuro por 30 minutos. A
reacdo colorimétrica foi interrompida com adicdo de éacido sulfurico e imediatamente
levada ao leitor de ELISA para medida de fotometria, com comprimento de onda de 450
versus 620 nm. Os resultados foram salvos, e calculados conforme orientacdo do
fabricante, onde o valor de cada poco foi dividido pelo valor do calibrador da placa,

obtendo-se o coeficiente de reacéo, classificada conforme descrito no Quadro 2.

Quadro 2. Classificacdo de reatividade dos testes sorologicos ELISA (IgM anti-SWAP e IgG
anti-SEA), conforme orientacdes do fabricante (EUROIMMUN®). A razdo de reatividade foi
calculada pela divisdo da densidade optica dos controles de cada amostra, pela densidade

Optica do calibrador de cada Kit.

COEFICIENTES PONTO DE CORTE RESULTADO
RAZAO <0.8 NEGATIVO
RAZAO >0.8 e <1.1 INCONCLUSIVO
RAZAO > 1.1 POSITIVO

v POC-CCA (Point of Care - Antigeno Catddico Circulante) Bilharzia

Schistosoma (Rapid Medical Diagnostic Pretoria, Africa do Sul), lote nimero: 50182

O teste foi realizado, ap6s aclimatacdo (~25°C). Conforme o fabricante, uma gota
de urina foi dispensada no local indicado, e observada a marcagdo do controle. Logo em
seguida uma gota de tampéo foi adicionada, e a reacao foi observada ap6s 20 minutos por

dois leitores, sendo considerado reagente a observagao positiva de pelo menos um dos
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leitores. Todas as tiras foram fotografadas e os resultados registrados e transferidos para
0 banco de dados. A Figura 13, apresenta a classificagcdo de intensidade (negativo, e
reagente, traco, +1, +2, +3) da infeccdo adotada neste estudo para determinacdo dos
reagentes e ndo reagentes (OLIVEIRA et al., 2018).

Figura 13. Classificacdes do Teste Rapido de Urina (POC-CCA). Os numeros superiores (cor
negra) referem-se a identificacdo do paciente e os inferiores (cor azul) ao resultado diagndstico.
Pontuacdes visuais variaram de negativo (NEG) a tragco ou reatividade vestigial, fraco (+1),
moderado (+2) e fortemente positivo (+3) (Oliveira et al., 2018, modificado).
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Fluxograma 1. Amostra de individuos examinados por area de Baixa e Alta endemicidade no Municipio de Januéria, Minas Gerais.
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6.6 ANALISE ESTATISTICA

No Laboratério de Helmintoses Intestinais (LHI) do Departamento de
Parasitologia do ICB/UFMG, o software Excel (Microsoft-office 2013) foi utilizado para
digitar a partir de dupla entrada as informagdes coletadas, codificadas e os resultados
obtidos. Os arquivos foram comparados e divergéncias encontradas foram corrigidas. Os

programas on-line OpenEpi versdo 3.01a/2013 (www.openepi.com) e STATA (versao

12.0 Stata Corporation, College Station, TX, EUA) foram utilizados para analisar os
dados. Enquanto que para elaboracdo dos graficos e também alguns testes estatisticos foi
usado o programa GraphPad Prism versdo 8.02 (www.graphpad.com).

Inicialmente, a distribuicdo e o conjunto dos dados foram testados quanto a
normalidade ou ndo, utilizando-se do teste Shapiro-Wilk. Os dados ndo-paramétricos
foram verificados pelo teste de Mann-Whitney (2 grupos) ou de Kruskal-Wallis com pos-
teste de Dunn’s (mais que 2 grupos). Foi utilizado o GraphPad Prism, versdo 8.02 para
examinar diferencas entre os grupos. Como nivel de significancia um valor p < 0,05 foi
adotado. Os testes do Qui-quadrado, com nivel de significancia estabelecido em p < 0,05,
e McNemar foram utilizados para avaliar a relacdo de dependéncia ou ndo, entre as
variaveis consideradas no presente estudo.

A partir do célculo do nimero de ovos por grama de fezes (OPG) foi determinado
a intensidade da infeccdo. A carga parasitaria individual foi calculada pela media
aritmética do numero de ovos de S. mansoni encontrados por laminas confeccionadas,
conforme descrito por KATZ et al.,, (1972). A carga parasitaria da populacdo foi
determinada pela média geométrica das cargas individuais (OPG), encontradas em cada
comunidade. A intensidade de infeccdo foi classificada em: baixa carga parasitaria: de 1-
99 OPG; média: 100-399 OPG, e alta: 400 ou mais OPG (WHO, 1994).

Para a determinacdo do grau de concordancia entre os métodos diagndsticos foi
utilizado o indice Kappa (ndo ponderado), o qual varia de 0 — 1. Para uma melhor
classificacdo do grau de concordancia, foi adotada a seguinte subdivisdo do indice Kappa:
a) nenhum acordo: quando indice for menor que 0,01; b) ruim: quando indice for entre
0,01 e 0,20; c) fraca: quando entre 0,21 — 0,40; d) moderada: quando entre 0,41 e 0,60;
e) boa: quando entre 0,61 e 0,80 e; f) excelente: quando maior que 0,81 (LANDIS &
KOCK, 1977). Foram realizadas estimativas de associac&o e concordancia (Kappa) indice
Kappa: A estatistica kappa nos permite medir a concordancia além do esperado por acaso.
E testes de hipdteses para proporcdes dependentes na intencdo de comparar 0S

desempenhos dos métodos diagndsticos também foram aplicados. Determinamos
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também, o grau pelo qual duas varidveis tendem a mudar juntas, a partir da obtencdo do
coeficiente de correlagdo de Spearman, para dados ndo paramétricos. O nivel de
significancia para correlagcdes também foi colocado em p < 0,05.

O percentual de positividade da esquistossomose, em cada area, foi calculado pelo
nimero de positivos obtidos pelo teste Kato-Katz, recomendado pela WHO (1993)
dividido pelo numero total de participantes do estudo, também em cada area. A
comparacdo entre os desempenhos dos métodos foi realizada por medidas de acuracia
(sensibilidade, especificidade, VPP e VPN e razéo de verossimilhanca) e de concordancia
(estatistica Kappa e medidas de correlacdo). Foram realizadas andlises descritivas por

meio de proporc¢des e medidas resumo (médias, desvios- padrdo, medianas e quartis).
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7 RESULTADOS

7.1 CARACTERIZACAO DA POPULACAO DE ESTUDO

7.1.1 AREA DE BAIXA ENDEMICIDADE

Nesta area foram avaliados 285 individuos, que consentiram participar do estudo
e forneceram pelo menos uma das amostras biologicas (fezes, urina, sangue). A idade
minima observada foi de 6 e a maxima de 92 anos, com média de 34,5 anos (DP+21,0) e
mediana de 31 anos (intervalo interquartilico de 16 a 51 anos). Na estratificacdo por grupo
etario, os adultos (20 a 60 anos) foram os que mais participaram do estudo com uma maior
propor¢do de 50,5% (n= 144). J& em relagdo ao género, um perfil semelhante foi

observado com 50,5% do sexo feminino.

7.1.2 AREA DE ALTA ENDEMICIDADE

Nesta area foram avaliados 91 individuos que, consentiram participar do estudo e,
forneceram pelo menos uma das amostras bioldgicas (fezes, urina, sangue). A idade
minima observada foi de 6 e a maxima de 71 anos, com media de 25,1 anos (DP£17,7) e
mediana de 16 anos (intervalo interquartilico de 11 a 38 anos). Na estratificacdo por grupo
etario, foi observada uma maior proporcao entre adolescentes de 10 a 19 anos (38,5%;
35/91). Em relacao ao sexo, 53,9% (49/91) eram do sexo feminino.

Na tabela 1 observa-se as caracteristicas dos individuos avaliados, por sexo e
faixa etaria nas duas areas de baixa e alta endemicidade no municipio de Januaria, MG.

Néo foram observadas diferencas estatisticamente significativas (p>0,05) na
distribuicdo por sexo e também por idade (faixas etarias) nas duas areas (baixa e alta
endemicidade), (ANEXO G).
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Tabela 1. Caracterizacdo dos individuos avaliados, por sexo e faixa etaria, em areas de baixa e alta endemicidade no municipio de Januaria, MG.

AREA DE BAIXA ENDEMICIDADE AREA DE ALTA ENDEMICIDADE

BOM JANTAR/GAMELEIRA PINDAIBAL
(n= 285) (n=91)
VARIAVEIS % n % n
Sexo
Feminino 50,5 144 53,9 49
Masculino 49,5 141 46,1 42
Grupo etario
Criancas (6 a 9 anos) 8,1 23 18,7 17
Adolescentes (10 a 19 anos) 26,0 74 38,5 35
Adulto (20 a 59 anos) 50,5 144 36,3 33
Idosos (> 60 anos) 15,4 44 6,5 6
Meédia idade (+ DP) 34,5 (x21,0) 25,1 (x17,7)
Mediana idade (1Q) 31 (16 a51) 16 (11 a 38)
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7.2 PERFIL PARASITOLOGICO

7.2.1 AREA DE BAIXA ENDEMICIDADE

Nesta area 264 individuos foram avaliados pelo método de K-K, e 1,5% (n= 4)
foram encontrados infectados por S. mansoni, a mediana da carga parasitaria nestes quatro
individuos infectados foi de 12 OPG. Todos os infectados estavam na faixa etaria dos
adultos, entre 20 a 59 anos, e de ambos o0s sexos. Foram identificados 1,9% (5/264) de
individuos infectados por Hymenolepis spp.; trés na faixa etaria entre 10 a 19 anos, e
dois adultos, trés eram do sexo feminino. O nematddeo A. lumbricoides foi encontrado
em 1,5% (n= 4/264) dos individuos examinados; um na faixa etéaria entre 10 a 19 anos,
dois na faixa etaria entre 20 a 59 anos, e um maior que 60 anos, trés eram do sexo
feminino. Foi identificado um individuo do sexo feminino (0,4%), na faixa etaria entre
10 a 19 anos, infectado por ancilostomideos. Identificamos também, o mesmo percentual
0,4% (n= 1/264) para T. trichiura e E. vermicularis na faixa etaria de 10 a 19 anos do
sexo masculino.

A Tabela 2 apresenta o percentual de positividade por sexo e faixa etaria na areas

de baixa endemicidade.
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Tabela 2. Caracterizacdo do perfil parasitologico da infec¢do por S. mansoni e geohelmintos utilizando o método de Kato-Katz, por sexo e faixa etaria, dos
individuos avaliados nas localidades de Bom Jantar/Gameleira, area de baixa endemicidade no municipio de Januaria, MG.

AREA DE BAIXA ENDEMICIDADE
BOM JANTAR/GAMELEIRA
PARASITOS FAIXA ETARIA SEXO
N POSITIVIDADE 6a9 10al9 20a59 >60 MASC FEM

Helmintos 16 % (1C95%)*

1,5 (0,4 -3.3)
0,4 (0,01 —2,1)
1,9 (0,6 — 4,4)
1,5 (0,4 -3.3)
0,4 (0,01 —2,1)

Schistosoma mansoni
Ancilostomideos
Hymenolepis spp
Ascaris lumbricoides
Trichuris trichiura

*|C95% Exato de Fisher

N NS I = N
O oo oo
R R WERE o
oN N O A
O, OO0 o
R, RPN ON
o wwkEr N

79



7.2.2 AREA DE ALTA ENDEMICIDADE

A andlise das amostras fecais por meio do método de K-K, identificou 24,7% (n=
22) de individuos infectados por S. mansoni entre 0s 89 que entregaram amostras de fezes.
Foram observados ovos do parasito S. mansoni na primeira lamina de K-K, em 77,3%
(n= 17). A mediana da carga parasitaria dos individuos infectados era de 30 OPG
(intervalo interequartilico 12 a 165 OPG). Dos individuos positivos, 72,7% (n= 16) eram
de carga parasitéria baixa (1 a 99 OPG), 18,2% (n= 4) moderada (100 a 399 OPG) e 9,1%
(n=2) de carga alta (> 399 OPG). Em relagdo ao género a maioria 63,6% (n= 14) dos
infectados eram do sexo masculino e adolescentes 72,7% (n= 16). Em relacdo a outros
helmintos, foram identificados 3,4% (n= 3) parasitados por E. vermicularis.

A Tabela 3 apresenta o percentual de positividade por faixa etaria e sexo com 0s
respectivos intervalos de confianga IC = 95%.
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Tabela 3. Caracterizacdo do perfil parasitoldgico da infeccdo por S. mansoni e geohelmintos utilizando o método de Kato-Katz, por sexo e faixa
etaria dos individuos avaliados na localidade de Pindaibal, &rea de alta endemicidade no municipio de Januéria, MG.

AREA DE ALTA ENDEMICIDADE

PINDAIBAL
PARASITOS FAIXA ETARIA SEXO
N POSITIVIDADE 6a9 10al9 20a59 >60 MASC FEM
Helmintos 25 % (1C95%)*
Schistosoma mansoni 22 24,7 (16,2 -35,0) 2 16 4 0 14 8
Enterobius vermicularis 3 3,4(0,7-9,6) 1 1 1 0 1 2

*|C95% Exato de Fisher

81



7.3 PERFIL DO TESTE RAPIDO DE DETECCAO DE ANTIGENOS
CIRCULANTES NA URINA, POC-CCA

7.3.1 AREA DE BAIXA ENDEMICIDADE

O POC-CCA identificou, entre os 224 individuos examinados 50,9% (n= 114)
como reagentes para a infec¢do por S. mansoni. Considerando 0s positivos por categorias
de intensidade, foram identificados 89,5% (n= 102) como traco (T) ou reatividade
vestigial, 8,8% (n=10) como fraco reativo (+1). Como reatividade moderada (+2), foram
identificados 1,7% (n= 2). Os adultos (20 a 59 anos), foram mais reativos, com 45,6%
(n=52) dos individuos, assim como aqueles do sexo feminino com 57% (n= 65).

A Tabela 4, caracteriza o perfil dos individuos reagentes no teste rapido de urina,

por sexo e faixa etaria na area de baixa endemicidade.
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Tabela 4. Perfil dos individuos reagentes no teste rapido de urina (POC-CCA) na deteccdo de antigenos catddicos circulantes do S. mansoni, por sexo e faixa
etéria, nas localidades de Bom Jantar/Gameleira, area de baixa endemicidade da infec¢do no municipio de Januéria, MG.

AREA DE BAIXA ENDEMICIDADE
BOM JANTAR/GAMELEIRA
CATEGORIA % (N) SEXO % (N) FAIXA ETARIA % (N)
% (N) T 1+ 2+ 3+ M F 6a9 10al19 20a59 >B0

POC-CCA

POSITIVOS 50,9 (114) 89,5 (102) 8,8(10) 1,7(2)  * 43,0 (49) 57,0 (65) 12,3 (14) 31,6 (36) 45,6 (52) 10,5 (12)

T=POC-CCA traco ou reatividade vestigial; +1 = POC-CCA fraco reativo; +2 = POC-CCA reatividade moderada; +3 = POC-CCA fortemente positivo; M=
masculino e F= feminino.
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7.3.2 AREA DE ALTA ENDEMICIDADE

Nesta area, foram examinados 84 individuos pelo POC-CCA e 55,9% (n= 47)
foram reagentes para a infecc¢éo por S. mansoni. Considerando 0s positivos por categorias
de intensidade, foram identificados 40,4% (n= 19) como traco ou reatividade vestigial
(T), 25,5% (n= 12) como fraco reativo (+1), 12,8% (n= 6) como reatividade moderada
(+2), e 21,3% (n=10) como fortemente positivo (+3). O maior percentual de positividade
55,3% (n= 26) foi obsevado entre os adolescentes na faixa etaria entre 10 a 19 anos. Esse
mesmo percentual foi observado entre individuos do sexo feminino.

Entre os 22 ovo positivos pelo método K-K, 13,6% (n=3) ndo reagiram no POC-
CCA, 4,5% (n=1) teve reatividade vestigial ou traco; 22,7% (n=5) fraco reativo ou +1;
13,6% (n= 3) reatividade moderada ou +2 e 45,4% (n= 10) fortemente reativo ou +3.

A Tabela 5, caracteriza o perfil dos individuos reagentes no teste rapido de urina,

por sexo e faixa etéria na area alta endemicidade.
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Tabela 5. Perfil do teste rapido de urina (POC-CCA) na deteccdo de antigenos catddicos circulantes do S. mansoni, por sexo e faixa etaria, em individuos
residentes na localidade de Pindaibal, &rea de alta endemicidade da infeccdo no municipio de Januéria, MG.

AREA DE ALTA ENDEMICIDADE

PINDAIBAL
POC-CCA CATEGORIA %(N) SEXO %(N) FAIXA ETARIA % (N)
% (N) T 1+ 2+ 3+ M F 6a9 10al19 20a59 >60

POSITIVOS 55,9 (47) 40,4 (19) 255 (12) 12,8 (6) 21,3 (10) 44,7 (21) 55,3 (26) 21,3 (10) 553 (26) 23,4 (11)  *

T=POC-CCA reatividade vestigial; +1 =POC-CCA fraco reativo; +2 = POC-CCA reatividade moderada; +3= POC-CCA fortemente positivo; M= masculino
e F= feminino. * Na faixa étaria maior que 60 anos, ndo houve individuos reagentes pelo POC-CCA.
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7.4 SOROPREVALENCIA PELO METODO DE ELISA

7.4.1 AREA DE BAIXA ENDEMICIDADE

J IgM anti-SWAP

Nesta area em relacdo ao método de ELISA IgM anti-SWAP, os coeficientes
obtidos das 133 amostras de soro analisadas foram classificados como ndo reagentes em
57,1% (n=76), em 10,5% (n= 14) como inconclusivos e em 32,3% (n=43) como reativos.
Entre os reagentes, 53,5% (n= 23) eram do sexo feminino e a maioria 22,6% (n= 30)
foram adultos na faixa etéaria de 20 a 59 anos.

o IgG anti-SEA

Ja 0 método de ELISA 1gG anti-SEA, identificou 77,4% (n= 103) como néo
reagentes, 4,5% (n=6) como inconclusivos, e 18,1% (n= 24) como reagentes. Entre os
reagentes, a distribuicdo por sexo foi igual, e 11,3% (n= 15) eram adultos na faixa etaria
entre 20 a 59 anos.

A tabela 6 caracteriza o perfil da reatividade dos 133 individuos avaliados, por

sexo e faixa etaria nas areas de baixa endemicidade.
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Tabela 6. Perfil de reatividade por sexo e faixa etaria, das imunoglobulinas IgM (ELISA anti-SWAP) e 1gG (ELISA anti-SEA) a antigenos do S. mansoni no
soro de 133 individuos residentes nas localidades de Bom Jantar/Gameleira, &rea de baixa endemicidade no municipio de Januéria, Minas Gerais.

AREA DE BAIXA ENDEMICIDADE

REATIVIDADE POR SEXO
ELISA POSITIVO INCONCLUSIVO NEGATIVO
N % (n) MASC FEM % (n) MASC FEM % (n) MASC FEM
[gM anti-SWAP 32.3(43) 465(20) 53.5(23) 105(14) 286(4) 714(10y 57.1(76) S539(41) 46,1 (35)
133
g5 anti-SEA 18,0 (24) 500 (12) 500(12) 45(6) 667(4) 333(2) 77.4(103) 476(49) 524 (54)
AREA DE BAIXA ENDEMICIDADE
REATIVIDADE POR FAIXA ETARIA
ELISA 6 a9 anos % (n) 10 a 19 anos % (n) 20 a 59 anos % (n) > 60 anos % (n)
N POS INC NEG POS INC NEG POS INC NEG POS INC NEG
IgM anti-SWAP 15(12)0,7(1) 2233 30(4) * 20,3(27) 22,6 (30) 9,0 (12) 27,1 (36) 5,3(7) 0,7 (1) 7,5 (10)
133
lgG anti-SEA * * 45 (6) * * 233(31) 11,3(15) 3,8(5) 43,6(58) 6,8(9) 0,7(1) 6,0(8)
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7.4.2 AREA DE ALTA ENDEMICIDADE

o IgM anti-SWAP

Na &rea de alta endemicidade, foram avaliados 82 individuos pelo método de
ELISA IgM anti-SWAP. Os coeficientes obtidos foram classificados como ndo reagentes
em 26,8% (n= 22), inconclusivos em 7,3% (n= 6) e reativos em 65,8% (n= 54). Dos 54
individuos positivos, 51,8% (n= 28) eram do sexo feminino e 30,5% (n= 25) adolescentes

na faixa etaria entre 10 a 19 anos.

o IgG anti-SEA

O método de ELISA 1gG anti-SEA classificou como néo reagentes 28,0% (n=23),
em 3,7% (n= 3) os resultados foram considerados inconclusivos e em 68,3% (n= 56) o
teste acusou a reatividade. Dos 56 positivos, 55,3% (n= 31) eram do sexo feminino e
34,1% (n= 28) adolescentes na faixa etaria entre 10 a 19 anos.

A Tabela 7 caracteriza o perfil da reatividade por sexo e faixa etaria, dos 82

individuos avaliados na area de alta endemicidade.
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Tabela 7. Perfil de reatividade por sexo e faixa etaria das imunoglobulinas IgM (ELISA anti-SWAP) e I1gG (ELISA anti-SEA), a antigenos do S. mansoni em soro de 82
individuos residentes na localidade de Pindaibal, area de alta endemicidade da transmissao no municipio de Januéria, Minas Gerais.

AREA DE ALTA ENDEMICIDADE

ELISA \ REATIVIDADE POR SEXO
POSITIVO INCONCLUSIVO NEGATIVO
% () MASC FEM % () MASC FEM % (M) MASC FEM
IgM anti-SWAP 65,8 (54) 48,2 (26) 51,8(28) 7,3(6) 16,7 (1) 83,3(5) 26,8 (22) 455 (10) 54,5 (12)
82
1gG anti-SEA 68,3 (56) 44,7 (25) 55,3 (31) 3,7(3) 33,3(1) 66,7(2) 28,0 (23) 47,8 (11) 52,2 (12)

AREA DE ALTA ENDEMICIDADE

REATIVIDADE POR FAIXA ETARIA

ELISA 6 a9 anos % (n) 10 a 19 anos % (n) 20 a 59 anos % (n) > 60 anos % (n)
N POS INC NEG POS INC NEG POS INC NEG POS INC NEG
IgM anti-SWAP 49(4)1,2(1) 109(9) 30,5(25) 7,3(6) 85(7) 26,8(22) 24(2) 49(4) 36(3)12(1) 24(2
82
IgG anti-SEA 6,L(5) * 109(9 34,1(28) * 73(6) 256(21) 3,7(3) 4914 24(2) * 49(4)
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As Figuras 14 e 15 ilustram a andlise estatistica descritiva da reatividade das
imunoglobulinas IgM e IgG, na &rea de baixa versus alta endemicidade. Observamos que
na area de baixa endemicidade, a maioria dos individuos mostrou-se ndo reativos para
IgM anti-SWAP. Alguns individuos foram inconclusivos e cerca de 33% reativos. Foi
observada diferenca estatisticamente significativa (p<0,05) na reatividade soroldgica na
area de baixa em comparacdo com area de alta endemicidade, onde cerca de 66% dos
individuos foram reativos para IgM anti-SWAP (Figura 14).
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Figura 14. Comparagdo dos coeficientes individuais de reatividade da imunoglobulina
IgM (ELISA IgM anti-SWAP) em soros de individuos residentes nas areas de baixa (n= 133) e
alta endemicidade (n=82) no municipio de Januaria, Minas Gerais. As linhas pontilhadas
vermelha e cinza indicam a zona cinza (resultados inconclusivos, conforme o fabricante). A
significAncia foi calculada pelo teste t de Student. (*P < 0,05). As linhas pontilhadas (em

vermelho) indicam o ponto de corte (Razdo = 1,1) e as linhas continuas a mediana e os intervalos
interquartis.
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Para os testes 1gG anti-SEA, a maioria dos individuos foi ndo reativos (77,4%) e
4,5% inconclusivos na area de baixa endemicidade. Em geral, a reatividade sorologica
para 1gG anti-SEA também foi estatisticamente menor (p<0,05), quando comparado com
0s achados na &rea de alta endemicidade. Nessa area, de alta endemicidade, cerca de 70%
dos individuos foram reativos a IgG anti-SEA e poucos individuos foram ndo reativos
(28%) e inconclusivos 3,7 %.
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Figura 15. Comparacdo dos coeficientes individuais de reatividade da imunoglobulina 19G
(ELISA 1gG anti-SEA) em soros de individuos residentes nas areas de baixa (n= 133) e alta (n=
82) endemicidade no municipio de Januaria, Minas Gerais. As linhas pontilhadas vermelha e cinza
indicam a zona cinza (resultados inconclusivos, conforme o fabricante). A significancia foi
calculada pelo teste t de Student (*P < 0,05). As linhas pontilhadas (em vermelho) indicam o
ponto de corte (Razdo = 1,1) e as linhas continuas a mediana e os intervalos interquartis.

As Figuras 16 e 17, ilustram os percentuais de positividade pelos diferentes
métodos de diagndstico entre as areas de baixa e alta endemicidade. Cabe destacar que, a
classificacdo de “BAIXA” ¢ “ALTA” foi definida a partir do método parasitologico K-K
(Quadro 1).

Na area de baixa endemicidade (Figura 16) o teste de urina (POC-CCA)
demonstrou alto percentual de reagentes, principalmente na faixa etaria mais nova de 6 a

9 anos (82,4%), mas também com elevado percentual entre os adolescentes de 10 a 19
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anos (58,1%), e adultos com 20 e mais anos (46,8%). O ELISA IgM anti-SWAP
demonstrou reatividade intermediaria (12,9% a 38,0 %), em todos os grupos etarios. O
ensaio 1gG anti-SEA segue os resultados parasitoldgicos nas faixas etarias mais novas e
de idosos (sem individuos positivos) mas indicando uma positividade de
aproximadamente 20% entre os adultos com 20 a 59 anos, pelo a0 menos seis vezes maior
que o percentual dos positivos nesta mesma faixa etéria no K-K.

A Figura 17 ilustra a positividade pelos diferentes testes de diagndstico numa area
de alta endemicidade (Pindaibal). Aqui, o teste de urina (POC-CCA) demonstrou alta
positividade naqueles com idade entre 6 e 59 anos (37,9 a 76,5%), porém, nenhum dos
idosos avaliados nesta area apresentaram testes reagentes. Ja os dois testes soroldgicos
(IgM e 1gG) demonstraram uma elevada reatividade em todas as faixas etérias, sendo que
78,6% para IgM anti-SWAP observado entre adultos e 82,4% para IgG anti-SEA nos

adolescentes.
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Figura 16. Positividade da infeccdo por S. mansoni utilizando diferentes métodos de diagnostico (K-K; POC-CCA,; ELISA IgM anti-SWAP e 1gG
anti-SEA) nas faixas etarias (6 a 9 anos, 10 a 19 anos e 20 a 59 anos e + 60 anos), area de baixa endemicidade no municipio de Januéaria, MG.
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Figura 17. Positividade da infeccdo por S. mansoni utilizando diferentes métodos de diagnéstico (K-K; POC-CCA; ELISA IgM anti-SWAP e 1gG anti-SEA)

nas faixas etarias (6 a 9 anos, 10 a 19 anos e 20 a 59 anos e +60 anos) na area de alta endemicidade no municipio de Januéria, MG.
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7.5 CONCORDANCIA ENTRE OS METODOS

75.1 AREA DE BAIXA ENDEMICIDADE

v Kato-Katz X POC-CCA

A comparacdo entre os métodos de diagnostico de deteccdo de antigenos
circulantes na urina POC-CCA, e o0 K-K incluiram 204 individuos. O percentual de
positividade identificado pelo teste rapido de urina POC-CCA, foi de 48,5% considerando
o0 “Trago” (T) como reagente e de 3,9% considerando o “Trago” (T) como ndo reagente.
Nenhum acordo diagnostico foi observado entre os métodos (k < 0,01), nas duas

situacoes.
v Kato-Katz X IgM anti-SWAP
A comparacdo entre estes métodos diagnosticos, incluiram 113 individuos nesta

area. O percentual de positividade foi de 38,0% para o imunoensaio. Uma concordancia

diagnostica ruim entre os métodos foi observada com indice kappa= 0,06 (IC: 0 — 0,10).
v Kato-Katz X 1gG anti-SEA
A comparacdo entre estes métodos diagnosticos, incluiram 121 individuos nesta
area. O percentual de positividade foi de 19,8% para o imunoensaio. indice kappa k= 0,06

(IC: 0 — 0,1). Portanto, concordancia diagnostica também ruim. Os valores estatisticos

podem ser verificados na (tabela 8).
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Tabela 8. Desempenho do teste rapido de urina para deteccdo de antigenos catodicos circulantes do verme adulto Schistosoma mansoni (POC-CCA), e do
imunoensaio ELISA para verificagdo de reatividade de anticorpos IgM anti-SWAP e 1gG anti-SEA, em comparacgdo com o teste parasitologico Kato-Katz, em
individuos residentes nas localidades rurais de Bom Jantar e Gameleira, areas de baixa endemicidade no municipio e Januaria, Minas Gerais.

Sensibilidade Especificidade

. Prev VPP VPN kappa
Métod TP FP TN FN
etodo (%) % % (%) (%) (IC 95%)
(IC95%)  (IC 95%)
50,0 51,5 11 99.1 0
POC-CCA* 1 98 104 1 485 ’ ’ ’ ’
(9.4-90,5) (445-583) (02-55) (948-998)  (0-0,02)
0 96,0 0 99,0 0
POC-CCA** 0 8 194 2 39 ’ ’
0-656) (924-97.9)  (0-323) (965-997)  (0-0.1)
. 100 63,1 4,7 100 0,06
IgM anti-SWAP 2 0 70 41 380 ’ ’ ’
ghlant (342-100) (53.8-715) (13-155)  (9%48-100) (0-0.1)
IgG anti-SEA 2 41 70 0 198 100 80,7 42 100 0,07

(20,7—100)  (72,9-86,9)  (0,7-202)  (962-100)  (0-0,1)

A combinacao dos testes parasitoldgicos foi usada como Teste de Referéncia. Critérios: POC-CCA™* traco considerado positivo, POC-CCA** traco considerado

negativo. TP=Verdadeiros positivos, FP= Falsos positivos, TN= Verdadeiros negativos, FN= Falsos negativos, VPP= Valor preditivo positivo, VPN= Valor
preditivonegativo.
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Na Figura 18 a reatividade da IgM anti-SWAP, na area de baixa endemicidade
(Bom Jantar/Gameleira), mostrou-se maior no grupo K-K positivo em relagdo a aqueles
negativos mas sem diferenca estatisticamente significativa. Em relagdo ao teste rapido de
urina (POC-CCA), observa-se um padrdo semelhante entre os reativos e ndo reativos
considerando o “traco reagente”. Ao considerar o “traco ndao reagente” este padrdo é

alterado, porém em ambos os grupos ndo foi observada diferenca significativa.
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Figura 18. Coeficientes de reatividade IgM anti-SWAP em relacdo ao teste de referéncia
Kato-Katz e ao teste rapido de urina (POC-CCA), na area de baixa endemicidade (Bom Jantar/
Gameleira, Januaria, Minas Gerais). O intervalo entre as linhas pontilhadas indicam resultados
inconclusivos. A significancia foi calculada pelo teste de Kruskal-Wallis seguido do pds-teste de
Dunns’s. (*P < 0,05). As linhas pontilhadas (em vermelho) indicam o ponto de corte (Razédo =
1,1) e as linhas continuas a mediana e os intervalos interquartis. Da esquerda para direita: K-K
(Kato-Katz positivo; n= 2); K-K (Kato-Katz negativo; n= 125); POC-CCA positivo (TR-traco
reagente; n=52); POC-CCA (negativo; n= 55); POC-CCA positivo (TNR-traco ndo reagente; n=
3); POC-CCA (negativo; n= 104).

Em relacdo a imunoglobulina IgG anti-SEA, a reatividade entre os diferentes
grupos foi semelhante, em que ha individuos que sdo reativos e outros ndao, mas sem

diferenca estatisticamente significativa (Figura 19).
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Figura 19. Coeficientes de reatividade da 1gG anti-SEA em relacgdo ao teste de referéncia Kato-
Katz e ao teste rapido de urina POC-CCA, nas localidades de Bom Jantar e Gameleira, Januéria,
Minas Gerais. O intervalo entre as linhas pontilhadas indicam resultados inconclusivos. A
significancia foi calculada pelo teste de Kruskal-Wallis seguido do pés teste de Duns’s. (*P <
0,05). As linhas pontilhadas (em vermelho) indicam o ponto de corte (Razdo = 1,1) e as linhas
continuas a mediana e os intervalos interquartis. Da esquerda para direita: K-K (Kato-Katz
positivo; n= 2); K-K (Kato-Katz negativo; n= 125); POC-CCA positivo (TR-traco reagente; n=
52); POC-CCA (negativo; n= 55); POC-CCA positivo (TNR-traco ndo reagente; n= 3); POC-
CCA(negativo; n= 104).

7.5.2 AREA DE ALTA ENDEMICIDADE

v Kato-Katz X POC-CCA

A comparacdo entre os métodos de diagnostico de deteccdo de antigenos
circulantes na urina POC-CCA, e o K-K incluiram 83 individuos. A prevaléncia
determinada a partir do teste rapido de urina POC-CCA, foi de 55,9% considerando o
“Trago” (T) como reagente e concordancia diagnostica fraca, indice Kappa «= 0,3 (IC:
0,1 -0,5). Engquanto que a prevaléncia de 33,3% foi determinada quando o “Trago” (T)
foi considerado como ndo reagente. E a concordancia diagndstica foi moderada com
indice Kappa de «=0,6 (IC: 0,4-0,8), (Tabela 9).
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v Kato-Katz X IgM anti-SWAP

A comparagao entre os métodos diagnosticos, incluiram 75 individuos nesta area,
com um percentual de positividade de 70,7% para o imunoensaio, ELISA IgM anti-
SWAP. A verificacdo da concordancia diagnéstica entre os métodos apresentou-se
“ruim” com o indice Kappa k= 0,2 (IC: 0,04 —0,4), (Tabela 9).

v Kato-Katz X IgG anti-SEA

A comparacao entre os métodos diagnosticos, incluiram 78 individuos nesta area,
com um percentual de positividade de 70,5% para o imunoensaio, ELISA 1gG anti-SEA.
A verificacdo da concordancia diagnostica entre os métodos apresentou-se “ruim” com o
indice Kappa «x=0,2 (IC: 0,1-0,4), (Tabela 9).

Os valores estatisticos podem ser verificados na (Tabela 9).
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Tabela 9. Desempenho do teste rapido de urina para detec¢do de antigenos catodicos circulantes do verme adulto Schistosoma mansoni (POC- CCA), e do
imunoensaio ELISA para verificacao de reatividade de anticorpos IgM Anti-SWAP e IgG Anti-SEA, em comparagao com o teste parasitoldgico Kato- Katz, em
individuos residentes na localidade rural de Pindaibal, area de alta endemicidade no municipio de Januaria, Minas Gerais.

Sensibilidade Especificidade

Meétod TP FP IN FEN 'V VPP VEN kappa
Seete T ) % % (%) (%) dC 95%)
AC 95%) AC 95%)
POC-CCA* 19 28 33 4 559 s6.4 o1 403 LT 0.3
(66.7—953) (41.6—659) (27.5-547) (782-971) (0.1-0.,5)
81.7 83.6 64.3 926 0.6
POC-CCA** 18 10 51 5 33,3 ok ' o '
(61.5—-927) (724—908)  (458—793) (82.6—97.1) (0.4 -0.8)
0,2
IeM anti-SWAP 20 33 20 2 70,7 20.9 37.6 37.6 20.9
£ (722-975) (258-512)  (259—512) (722-975) (0,04 - 0.4)
- , ] ,
IsG anti-SEA 20 34 22 1 70,3 935 393 38.2 751 0.24

(782—992) (27.6—524) (264—514) (79.0-—993) (0,1- 0,4)

A combinacao dos testes parasitoldgicos foi usada como Teste de Referéncia. Critérios: POC-CCA* traco considerado positivo, POC-CCA** traco considerado
negativo. TP=Verdadeiros positivos, FP= Falsos positivos, TN= Verdadeiros negativos, FN= Falsos negativos, VPP= Valor preditivo positivo, VPN= Valor
preditivo negativo.
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A Figura 20, ilustra a reatividade da imunoglobulina IgM anti SWAP, na rea de
alta endemicidade. Verifica-se que, no grupo K-K positivo somente dois individuos foram
ndo reativos, enquanto que entre os K-K negativos observamos um percentual alto de
reatividade, sem diferenca significativa entre os dois grupos. Ja na divisdo dos grupos
por resultado do POC-CCA (TR e TNR), observa-se um padrdo semelhante de reatividade
entre os reagentes e ndo reagentes em ambos os testes. Também sem nenhuma diferenca

significativa.
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Figura 20. llustracdo dos coeficientes de reatividade da IgM anti-SWAP em relacdo ao
teste de referéncia Kato-Katz e o teste rapido de urina (POC-CCA), na localidade de Pindaibal,
Janudria, Minas Gerais. O intervalo entre as linhas pontilhadas indicam resultados inconclusivos.
A significancia foi calculada pelo teste de Kruskal-Wallis seguido do pos teste de Duns’s. (*P <
0,05). As linhas pontilhadas (em vermelho) indicam o ponto de corte (Razdo = 1,1) e as linhas
continuas a mediana e os intervalos interquartis. Da esquerda para direita: K-K (Kato-Katz
positivo; n= 22); K-K (Kato-Katz negativo; n= 59); POC-CCA positivo (TR-traco reagente; n=
46); POC-CCA (negativo; n= 31); POC-CCA positivo (TNR- trago ndo reagente; n= 28); POC-
CCA (negativo; n=49).

Ao analisar a reatividade da imunoglobulina 1gG anti SEA, na area de alta
endemicidade (Figura 21), verifica-se uma diferenca significativa na producdo de
anticorpos anti-SEA entre os positivos e negativos, classificados por K-K (p < 0,0001).
Na classificacdo por POC-CCA (TR), observa-se um padrdo semelhante de reatividade
entre 0s reagentes e ndo reagentes (sem diferenca significativa). Entretanto, quando

classificado por POC-CCA (TNR), somente dois individuos foram néo reativos entre 0s
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reagentes no teste rapido de urina. E a reatividade anti-SEA foi significativamente maior,

quando comparado com 0s POC-CCA negativos ( p <0,0001)

1gG anti-SEA

Coef.:

Figura 21. llustracdo dos coeficientes de reatividade da IgG anti-SEA em relagdo ao teste
de referéncia Kato-Katz e ao teste rapido de urina (POC-CCA), na localidade de Pindaibal,
Janudria, Minas Gerais. O intervalo entre as linhas pontilhadas indicam resultados inconclusivos.
A significancia foi calculada pelo teste de Kruskal-Wallis seguido do pdés teste de Dunns’s. (*P
< 0,05). As linhas pontilhadas (em vermelho) indicam o ponto de corte (Razdo = 1,1) e as linhas
continuas a mediana e os intervalos interquartis. Da esquerda para direita: K-K (Kato-Katz
positivo; n= 22); K-K (Kato-Katz negativo; n= 59); POC-CCA positivo (TR-traco reagente; n=
46); POC-CCA (negativo; n= 31); POC-CCA positivo (TNR- trago ndo reagente; n= 28); POC-
CCA (negativo; n= 49).

7.6 CORRELACAO ENTRE CARGA PARASITARIA E REATIVIDADE
SOROLOGICA
Podemos observar que ndo houve correlacdo estatisticamente significativa entre a
carga parasitaria e o coeficiente de reatividade para IgM anti-SWAP (r= 0,26 e p > 0,05).
Entretanto, quando avaliamos a correlacdo entre a carga parasitaria e o coeficiente de
reatividade para IgG anti-SEA, verificamos uma correlacdo positiva (r= 0,75 e p < 0,05)

e significativa (Figuras 22 A e B).
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Também testamos as possiveis correlagfes entre Idade e coeficiente de reatividade
para IgM anti-SWAP; idade e coeficiente de reatividade para IgG anti-SEA,; idade e OPG,

OPG e POC-CCA, em todos os casos os resultados indicaram ndo haver correlagfes

significativas.

IgM anti-SWAP

Coef.:

lgG anti-SEA

Coef.:
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Figura 22. A) Correlagdo da carga parasitaria X reatividade da IgM; B) Correlagdo da
carga parasitaria X reatividade da 1IgG na comunidade de Barra do Pindaibal do distrito de Séo

Joaquim, Januéria, MG.
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8 DISCUSSAO

Diagnosticar a esquistossomose mansoni 0 mais precoce possivel é uma agdo
preventiva das mais relevantes. Além do que, o diagndstico precoce permite um
tratamento mais oportuno e consequentemente a reducdo ou interrupcdo do ciclo de
transmisséo do parasito. SCHWARTZ & FALLON (2018) ressaltaram a importancia de
detectar precocemente e tratar imediatamente ap6s o diagnéstico todos os casos positivos
para 0 S. mansoni. Evitando-se assim, o agravamento das lesdes, principalmente as
granulomatosas, provocadas pela postura diaria das fémeas e o carreamento desses ovos
para diversos 6rgdos. Também reduz, sobremaneira, a morbidade e consequentemente a
manutencdo do ciclo parasitéario e expansao da doenca. Determinar as reais prevaléncias,
aumentar a compreensdo dos fatores epidemiol6gicos também sdo frutos de um
diagnostico precoce e confiavel (ENK et al., 2008; WHO, 1994, 2002, 2012; BRASIL,
2014a; SIQUEIRA, et al., 2011, 2015; KATZ, 2018; LINDHOLZ, et al., 2018, SANTOS,
2019).

Mas, o diagndstico precoce esbarra em inimeros obstaculos, alguns inerentes aos
proprios testes disponiveis, sejam eles parasitologicos, imunoldgicos ou moleculares
(WHO, 2002; GONCALVES et al., 2006; GRYSSELS, et al., 2006; ENK, et al, 2008,
2010; OLIVEIRA et al., 2010; GOMES, et al, 2014; GRENFELL, et al., 2014,
SIQUEIRA et al., 2015; MAGALHAES, et al., 2019). Outras dificuldades estdo
relacionadas a intima relacéo parasito-hospedeiro, destacando-se os diversos mecanismos
de escape do parasito em relacdo ao sistema imunoldgico (HAGGAG et al., 2019), a
evolucdo silenciosa da doenca, a maioria dos individuos infectados como casos
assintomaticos, cerca de 90% (SCHWARTZ & FALLON, 2018), e nos sintomaticos 0s
pobres sinais especificos da doenca até a instalacdo de formas mais graves (BRASIL,
2014 a e b; KATZ, 2018; HAGGAG et al., 2019).

Entretanto, mesmo naqueles municipios nos quais 0s programas de controle séo
mais efetivos (diagnostico precoce e tratamento oportuno) ainda persiste o surgimento de
novos casos e até expansdo da doenca para novas areas endémicas (AMARAL, et al.,
2006; FENWICK et al., 2009; BRASIL, 2014 a, KATZ, 2018). Naquelas areas de cargas
parasitarias médias e altas, o teste Kato-Katz (KATZ, et al., 1972) é viavel e com boa
sensibilidade. Porém, em areas de baixas cargas parasitarias e consequentemente baixa
endemicidade que, representam o panorama epidemiolégico atual no Brasil, muito
provavelmente devido aos inimeros ciclos de tratamento, o teste Kato-Katz é limitado e

apresenta baixa sensibilidade, com um numero significativo de individuos falsos-
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negativos (DE VLAS et al., 1992; LINDHOLZ et al., 2018; SILVA-MORAES et al.,
2019). Enk e colaboradores (2008) sugeriram que as prevaléncias baixas para
esquistossomose no Brasil, podem estar sendo subestimadas, devido as dificuldades de
diagnosticar individuos com baixas cargas parasitarias. GRENFELL e colaboradores
(2014), também destacaram que, em areas endémicas de baixa endemicidade os métodos
comuns de diagndstico para a esquistossomose mansoni sao deficientes na sensibilidade
diagndstica, resultando em subnotificagdes das reais prevaléncias.

Portanto, ainda se faz necessario e urgente a busca constante por métodos
diagndsticos mais sensiveis, especificos, facilmente aplicaveis e de baixo custo
(CAVALCANTI, et al., 2013; GRENFELL, et al., 2013). SILVA-MORAES e
colaboradores (2019), ressaltaram que nas regides de baixa endemicidade e baixa carga
parasitaria (< 100 opg), as infeccBes sdo persistentes, com tendéncia a manutencéo da
transmiss@o do parasita. Os autores também destacaram que, a caréncia de um método
diagnostico compativel com o cenario epidemioldgico atual é preocupante e corroboram
com GRENFELL, et. al., 2014, que a necessidade da busca por métodos diagndsticos
mais compativeis com 0 novo cenario epidemioldgico é imprescindivel e urgente.

Desta maneira, aplicamos e comparamos trés diferentes principios de diagndstico
em duas localidades com perfis epidemiologicos diferentes no municipio de Januaria,
MG. Dos testes aplicados, um foi o teste parasitologico recomendado pela OMS (Kato-
Katz), o segundo foi o teste rapido para captura de antigeno circulante (POC-CCA) e
ainda aplicamos dois testes comerciais de ELISA. Um para a detec¢édo de anticorpos IgM
anti-SWAP e o outro para a deteccédo de IgG anti-SEA; os dois testes contra antigenos do
verme adulto e antigenos do ovo, respectivamente. Diante dos nossos resultados
parasitologicos e considerando-se a classificacdo da endemicidade para esquistossomose
mansoni, de acordo com o percentual de positividade (BRASIL, 2014a; ROCHA et al.,
2016; Katz, 2018), foram definidas duas areas: uma de baixa e outra de alta endemicidade,
pertencentes aos distritos de Tejuco (Gameleira e Bom Jantar) e Sdo Joaquim (Barra do
Pindaibal), respectivamente.

Na area de baixa endemicidade (Gameleira e Bom Jantar) a prevaléncia da
infeccdo por S. mansoni pelo método de K-K foi de 1,5%, todos os infectados adultos na
faixa etéria entre 20 a 59 anos e com carga parasitaria extremamente baixa (12 opg).
Enguanto que, na area de alta endemicidade (Barra do Pindaibal), a prevaléncia da

infeccdo chegou a quase 25%. Nesta area, a mediana da carga parasitaria foi maior que
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em Gameleira e Bom Jantar. Mas, o que chamou mais atencdo foi o fato de que, quase
73% dos infectados pertenciam a faixa etéria entre 10 a 19 anos.

Nossos achados na &rea de baixa endemicidade e em condicbes epidemioldgicas
pouco favoraveis a manutencdo do ciclo parasitario do S. mansoni, utilizando-se de uma
amostra fecal e 2 ldminas de K-K, podem, até certo ponto, terem sido subestimados,
dificultando as nossas inferéncias. Considerando-se que, aqueles diagnosticados como
negativos e que, ndo foram detectados pelo K-K, influiram, até um certo ponto, nos dados
estatisticos de prevaléncia (De VLAS, et al, 1992). Mesmo porque, em areas de baixa
endemicidade e baixa carga parasitéaria, ocorre a diminuicdo da sensibilidade do teste
Kato-Katz e possivel aumento dos casos falsos negativos (CHIEFFI et al.,1978;
FERRARI et al., 2003; ENK et al., 2008; SIQUEIRA et al., 2015; SILVA-MORAES et
al., 2019). Nesse trabalho foi determinado 1,5% de positivos para S. mansoni pelo teste
de K-K, apds examinar todos os individuos que quiseram e concordaram em participar
do estudo. Esse indice de positividade indicou que no distrito de Tejuco, as localidades
de Gameleira e Bom Jantar sdo de baixa endemicidade e baixa carga parasitaria. De tal
maneira que, na tentativa de identificar casos positivos tomamos mao de outras
metodologias diagnosticas complementares ao K-K.

Além do mais, ENK et al, 2008 e SIQUEIRA et al., 2011, demostraram em areas
de média a alta endemicidade que, a prevaléncia obtida por uma lamina de Kato-Katz
pode ser 4,5 vezes menor que ap0s 0 exame com Varias ldaminas feitas em trés amostras
fecais, ou até mesmo ap0s incluir outro método de diagndstico. Porém, OLIVEIRA et al,
2018 demostraram que o0 aumento do numero de amostras fecais coletadas e também o
namero de laminas confeccionadas tem um limite, de tal maneira que, ultrapassar esse
limite, ndo favorece a precisdo diagnostica e aumenta sobremaneira 0s custos e o tempo
de resposta. Esse limite, esta em torno da leitura de um nimero superior a seis laminas
de uma mesma amostra fecal. A identificacdo de positividade nas leituras de Kato-Katz
nesses casos ndo € justificada por todo o esforco laboral dos técnicos. Esse aumento do
namero de amostras e de lAminas a serem examinadas causam dificuldades logisticas e
oneram muito 0s custos com mao de obra técnica e bem treinada, materiais de consumo,
e pode ndo significar, aumento no sucesso diagnostico (TELES, et al., 2003; ENK et al.,
2008; OLIVEIRA, et al., 2018).

Porém, devemos ressaltar que o encontro de apenas quatro individuos adultos na
faixa etéria entre 20 a 59 anos e com carga parasitaria extremamente baixa, poderia

representar infeccbes cronicas e antigas e, ainda mais, indicar uma auséncia de
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transmissdo ativa para S. mansoni nesta area. Apenas a subestimagdo de casos, baixa
oviposicdo, variacdo diaria na eliminacdo de ovos, auséncia de acuracia, imprecisao
diagndstica ou até mesmo baixa sensibilidade do método K-K néo seriam suficientes para
explicar, justificar ou até mesmo contestar tais achados parasitolégicos (ENGELS et al.,
1996, UTZINGER et al., 2000, 2001). Destaca-se ainda que, o indice de positividade para
outros helmintos também foi relativamente baixo e muito proximo ao encontrado para S.
mansoni.

Enquanto que, no Norte de Minas Gerais 0s dados dos municipios amostrados
foram muito heterogénicos e a positividade variou entre 0,14% em Japonvar e 16,5% em
Ubai (KATZ, 2018). Num nivel menor e em uma distancia de aproximadamente 70-80
km, nesse estudo, também, encontramos uma heterogeneidade grande na distribuicéo e
endemicidade da esquistossomose, dentro do mesmo municipio. Nesse sentido,
BROOKER e colaboradores (2006) acharam em uma localidade do Vale de
Jequitinhonha, que casos da esquistossomose se aglomeraram especialmente em areas
rurais e, as vezes, a aglomeracédo espacial de casos pode diminuir pela metade em uma
distancia de apenas 700 m.

Com a intengdo de completar os achados parasitologicos e na tentativa de
esclarecer esses dados, determinar a real prevaléncia da infeccdo esquistossomotica nessa
localidade e integrar métodos coproldgicos e imunoldgicos ou seja, realizando uma
varredura, com diferentes métodos e principios metodoldgicos, incluimos o teste rapido
na urina (POC-CCA) e dois testes de ELISA; para analisar, comparar, avaliar os
resultados e o desempenho dos trés diferentes testes diagndsticos (LIMA, et al., 1996;
COULIBALY et al, 2013; HINZ et al., 2017).

Ainda na area de baixa endemicidade, o indice de positividade determinado com
0 POC-CCA foi de 50,9%, cerca de 34 vezes maior que pelo K-K. E mais uma vez, 0s
adultos na faixa etaria entre 20 a 59 anos foram os mais reativos (45,6% dos positivos).
Além disso, dentre os POC-CCA positivos, 89,5% foram identificados como tracos ou
reatividade vestigial (PERALTA et al, 2018) e apenas 10,5% apresentaram banda de
reatividade facilmente visivel. E ainda assim, observamos uma superestimacdo da
positividade para S. mansoni nessa localidade, definida como baixa endemicidade,
comparando-se com o teste de K-K como padrdo de referéncia (WHO, 1994).
CLEMENTS e colaboradores (2018), avaliaram o desempenho do teste POC-CCA em
Burundi, Africa, utilizando-se da ACL (ANALISE DE CLASSE LATENTE),

ressaltando que os resultados do POC-CCA tragos negativos subestimam a prevaléncia e
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0s tragos positivos superestimam a prevaléncia. No entanto, nossos resultados nas
localidades de baixa endemicidade, até mesmo os POC-CCA tragos negativos foram
superestimados. Existem inimeros artigos sobre o desempenho e a aplicacdo do POC-
CCA em diversas areas endémicas no mundo, entre eles; no Brasil (SOUZA
FIGUEIREDO et al., 2013; GRENFELL, et al., 2013, 2018, 2019; SIQUEIRA, 2016;
SILVEIRA, et al., 2016; SILVA-FILHO, 2017; BEZERRA, et al., 2018; LINDHOLZ, et
al., 2018; OLIVEIRA et al., 2018; PERALTA et al, 2018), na Africa (BERHE et al., 2004;
COLLEY, et al, 2006; STOTHARD, et al., 2009; DEELDER, 2012; LAMBERTON, et
al., 2014; ASSARE, et al., 2018; CLEMENTS, 2018) e na Asia, (LIN et al., 2008; CAl,
et al., 2014; KITTUR, 2016). Na Africa, por exemplo, foi demonstrado que a taxa de
positividade determinada por POC-CCA estéa entre 5, 7 e até 8 vezes maior que em
comparacdo com o K-K (CLEMENTS, 2018). Na Costa do Marfim, ASSARE e
colaboradores (2018) encontraram uma prevaléncia de 6,6 % com o uso de K-K, e 33,3
% com POC-CCA, traco positivo, portanto, 5 vezes maior do que K-K e 12,5% com
POC-CCA traco negativo, ou seja 2,5 vezes maior do que K-K. LINDHOLZ, et al., 2018,
encontraram uma prevaléncia de 71% pelo POC-CCA, cerca de 6,5 vezes maior do que
determinada pelo K-K que foi de 11% e 1,8 vezes maior do que Helmintex, no municipio
de Candeal, Sergipe, Brasil.

CLEMENTS e colaboradores (2018), trabalharam na cidade de Burundi na Africa
Oriental com cerca de 400 escolares com idade entre 12 a 16 anos usando o teste K-K e
comparando com o teste POC-CCA, realizado no proprio local de coleta da amostra e
mais tardiamente na cidade de Leiden na Holanda. Como citado anteriormente, os autores
aplicaram ACL, usada para estimar a proporcao de verdadeiros positivos em cada teste,
ou seja, avalia a sensibilidade. Usando essa ferramenta os autores, confirmaram a baixa
sensibilidade do método de K-K em regifes de baixa endemicidade. Por outro lado,
destacaram que os tracos ou banda fraco reativa observada no teste de POC-CCA, quando
consideradas resultados positivos, resultaram numa superestimacdo da prevaléncia. Ao
contrario, se 0s tracos sdo considerados negativos, ocorre uma subestimacdo da
prevaléncia (CLEMENTS, et al., 2018). Nossos resultados na area de baixa
endemicidade, obtidos a partir de amostras de toda a populacdo e ndo apenas dos
escolares, (determinada a partir do K-K) também foram superestimados quando
consideramos 0s tragos como resultados positivos. Enquanto que, quando consideramos
0s tragcos como negativos ocorreu ndo uma subestimacdo propriamente dita; mas, uma

aproximagao com os dados do K-K.
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Em éareas de moderada e alta endemicidade o teste POC-CCA tem sido usado
como alternativa direta ao método de Kato-Katz (COLLEY, et al.,, 2013; SOUZA-
FIGUEIREDO, et al., 2013). Além disso, WEERAKOON e colaboradores (2015),
recomendam o POC-CCA como instrumento de avaliacdo de resposta terapéutica.
GOMES, et al., 2014; WEERAKOON, et al., 2015; SIQUEIRA, et al., 2016; sugeriram
que, apesar da diminuicdo da sensibilidade do POC-CCA, em éreas de baixa
endemicidade, ainda assim, 0 avango das pesquisas com 0s antigenos circulantes
regurgitados pelo parasito, deveriam ser constantemente buscadas. Pois, a deteccdo dos
antigenos catddicos circulantes foram satisfatorias mesmo em é&reas de baixa
endemicidade. Silva-filho e colaboradores, (2017), em pesquisa no nordeste brasileiro
sugeriram que a interpretacdo dos resultados POC-CCA tragos positivos e tragos
negativos necessitam de estudos adicionais. J& GRENFELL e colaboradores (2019)
concluiram que, os kits de POC-CCA e ECO-TESTE foram inadequados para aplicacao
em areas de baixa endemicidade. Os autores ainda ressaltam a necessidade de buscas por
testes mais precisos e novas avaliagcbes em areas de baixa endemicidade. VIANA, et al.,
2019, relataram resultados discordantes entre K-K e POC-CCA e até mesmo entre Kits de
diferentes lotes do teste POC-CCA. Destacaram que, os resultados e a interpretacdo foram
discordantes e conflituosos. PERALTA, et al., 2018 afirmaram que tracos, fraco positivos
ou reatividade vestigial, sdo verdadeiras armadilhas diagnosticas. Neste sentido, os
nossos resultados bem discordantes entre K-K e alta positividade pelo POC-CCA,
também mereceriam uma avaliacdo cuidadosa dos traco-positivos para verificar o
verdadeiro estado parasitoldgico dos individuos. Ja foi demonstrado na literatura, que o
POC-CCA pode apresentar resultados falsos-positivos, dependendo de co-infeccGes e do
estado clinico do paciente e da composicdo da urina (VAN DAM et al.; 1994, 1996, e
2004, 2015; COELHO et al., 2016).

Em comparacdo com teste parasitoldgico de K-K, o teste ELISA IgM acusou cerca
de 22 vezes mais individuos como positivos. Ja o ELISA para IgG foi reativa em torno
de 12 vezes mais que o K-K. Observamos também que, os adultos na faixa etaria entre
20 a 59 anos foram os individuos mais reativos, tanto para IgM quanto para IgG.
Especialmente imunoglobulinas do tipo 1gG sdo capazes de circular pelo corpo humano
durante anos apds quimioterapia e confirmada cura da infeccdo (GRENFELL et al., 2013;
2014; HINZ et al., 2017). Neste caso, e considerando as faixas etarias mais velhas como
soropositivo, ndo indicam necessariamente infeccdo ativa; muito pelo contrério,

provavelmente sdo reflexo apenas da memdria imunologica (LIMA, et al., 1996;
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DOENHOFF, et al., 2004; CAVALCANTI, et al., 2013; GRENFELL et al., 2013; 2014;
BRASIL, 2014; HINZ et al., 2017). A variacao dos titulos de anticorpos, permanéncia ou
aumento dos titulos mesmo apos ciclos de tratamento, incapacidade na distingdo entre
infeccOes passadas, agudas ou ciclos constantes de reinfeccGes, sdo caracteristicas e
dificuldades comuns aos testes sorol6gicos (COULIBALY et al., 2013; GRENFELL et
al., 2014; HINZ et al., 2017). Se considerarmos apenas os resultados obtidos pelo POC-
CCA e pelos ELISAs IgM e IgG, a provavel classificagdo de endemicidade teria que ser
alterada, pois, enquanto que, com o teste de Kato-Katz identificamos a localidade como
de baixa endemicidade, os resultados do POC-CCA, classificaria a mesma &rea como de
média ou alta endemicidade, seja considerando os tracos como negativos e/ou como
positivos.

Porém, como ja discutido no paragrafo anterior, em trabalhos mais antigos (VAN
DAM et al, 2004; COLLEY et al., 2013) e ate mais recentes (OLIVEIRA et al., 2018),
foram discutidas provaveis falhas de resultados falsos positivos em individuos com certas
condigdes clinicas, além da baixa sensibilidade do POC-CCA em individuos com baixa
carga parasitaria. SOUZA-FIGUEIREDO et al., 2013 testando o POC-CCA, também
encontraram especificidade alta, porém, a sensibilidade foi baixa, chegando a 16,7% em
areas de baixa transmissdo. Os resultados com o teste de ELISA IgM e IgG, também
colocariam a localidade como de alta endemicidade. Esses novos valores de
endemicidade que alteram a classificacdo epidemiologica da localidade, sdo reais, ou
estdo superestimados ou sao apenas meros indicadores de exposicoes passadas? Portanto,
indicam memaria imunoldgica persistente?

Ressalto ainda que, valores obtidos pelos testes soroldgicos relativamente
superiores, cerca de duas ou mais vezes aqueles encontrados com o teste de Kato-Katz
sdo descritos desde a década de 1990 (ELTIRO, et al., 1992; DOENHOFF et al., 1993).
Como foi demonstrado recentemente em infec¢cbes humanas com um clone de cercarias
machos, a producdo de anticorpos do tipo IgM contra antigenos do verme adulto
estimulam a producdo de IgG parasito-especifico por até oito a doze semanas
(LANGENBERGER et al. 2020). Assim, a producdo da presenca de anticorpos parasito-
especificos do tipo IgM poderia ser um marcador para uma infeccdo aguda e recente,
enquanto que, anticorpos do tipo 1gG sdo produzidos em quantidades maiores na fase
cronica da infeccdo e apos oviposicdo (LANGENBERGER et al., 2020).

Nossos resultados, observados na area de baixa endemicidade, prevaléncia de

1,5% pelo K-K, 10,5% pelo POC-CCA, considerando os tragos como negativos, IgM,
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32,3%; 1gG 18,1% e nos trés testes apenas os adultos, na faixa etaria entre 20 a 29 anos,
sdo corroborados pelas condigdes epidemioldgicas desfavoraveis a manutencéo do ciclo
do S. mansoni e também pelo uso, h4 mais de 25 anos de 4gua oriunda de pogos artesianos
e destinacdo do esgoto sanitario para fossas secas. KATZ, 2018 destaca que, muito
especialmente a melhoria no abastecimento de 4gua e do esgotamento sanitario nas areas
endémicas justificam sobremaneira a reducdo da prevaléncia da esquistossomose e das
geohelmintoses. E, nas localidades de Gameleira e Bom Jantar, do distrito de Tejuco,
Januaria, MG essas condic@es sanitarias foram implementadas ha mais de 25 anos atras,
e provavelmente tiveram papel de destaque no encontro de prevaléncia tdo baixa quando
usamos o método de Kato-Katz.

Enquanto que, na localidade de Barra do Pindaibal, a prevaléncia para
esquistossomose determinada pelo método de Kato-Katz foi de 24,7%, caracterizando
essa localidade como de alta endemicidade. Além disso, a maioria dos individuos ovo-
positivos pertenciam a faixa etaria entre 10 a 19 anos, indicando uma provavel infeccao
mais recente e ciclo parasitario ativo que, favorece reinfec¢fes constantes.

Essa variacdo do indice de positividade dentro de um mesmo municipio, e até
mesmo em todo o territério Brasileiro, é tipica do aspecto focal da esquistossomose e
também das geohelmintoses (BROOKER et al., 2006; BRASIL, 2014a; SCHOLTE et al.,
2014; KATZ, 2018; SANTOS et al., 2019). Esses indices de positividade também sofrem
influéncias dos tipos de estudos (transversais, longitudinais), levantamento aplicado, da
amostra populacional, diferencas metodoldgicas, métodos diagnosticos aplicados,
tratados ou ndo com Praziquantel (MUTAPI, 2015, 2017; OSAKUNOR, et al., 2018;
KATZ, 2018; SANTOS, 2019).

E importante destacar que, nesta localidade, de Barra do Pindaibal, as condicdes
epidemiologicas sdo favoraveis a manutencdo ativa do ciclo do S. mansoni e os fatores
domiciliares e ambientais (falta de agua tratada e de saneamento) sdo também favoraveis
a transmissdo ativa da esquistossomose (SCHALL et al.,, 2007; GRAY et al., 2011;
BRASIL, 2014b; MCMANUS, 2018; OLIVEIRA, et al., 2018; KATZ, 2018). A agua
utilizada para afazeres domesticos, banhos, recreacéo e irrigacdo de pequenas culturas de
lavouras é oriunda do cérrego de Pindaibal que percorre inimeras veredas ao fundo da
maioria das casas e o esgotamento sanitario ¢ diretamente langado nesse curso d’agua
(BASTOS, 2014), alem do mais detectamos a presenca do molusco planorbideo,

Biomphalaria glabrata (Say, 1818).
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O indice de positividade determinado com o uso do POC-CCA nessa localidade
de Barra do Pindaibal (alta endemicidade) foi de 55,9% (2,3 vezes superior ao K-K) e 0s
adolescentes na faixa etaria entre 10 a 19 anos representaram cerca de 55,3% identificados
como reativos. Dentre os reativos ao POC-CCA, 40,4% apresentaram reatividade
vestigial ou trago. Desconsiderando-se esses como positivos ou reativos, o indice de
positividade cai para 33,3 %. Quando foi comparado com duas laminas de K-K, trés
individuos ovo-positivos ndo reagiram no teste rapido POC-CCA.

Em uma érea de alta endemicidade no estado de Sergipe, BEZERRA, (2020)
destacou que o POC-CCA foi bem efetivo para o diagndstico em pacientes com carga
parasitaria (opg) média e alta. Também foi observado que houve uma concordancia
razoavel na correlagdo entre a escala POC-CCA semiquantitativa e o OPG. Porém, em
cargas parasitarias baixas ou leves prevaleceram os casos de falso negativos.

Com relagdo ao teste ELISA aplicado na localidade de alta endemicidade
(definida a partir dos resultados do K-K, 24,7%), a IgM anti-SWAP foi reativa em 65,8%
dos individuos, prevalecendo a reatividade entre os adolescentes na faixa etaria de 10 a
19 anos. E a IgG anti-SEA foi reativa em 68,3% e também, cerca de 50% eram
adolescentes na mesma faixa etaria. COLLEY e colaboradores (2014), também
descreveram prevaléncias diferentes em faixas etarias também diferentes. Mas, nesse
estudo, ndo houve correlacdo significativamente estatistica entre idade e coeficiente de
reatividade as imunoglobulinas. O indice Kappa de concordancia foi ruim, tanto para IgM
quanto para IgG. No entanto, foi verificado uma correlagdo positiva (r=0,75 e p<0,05)
entre a carga parasitaria e a reatividade soroldgica a 1gG anti-SEA.

O teste ELISA IgM anti-SWAP demonstrou alta reatividade, quando usado em
areas de alta endemicidade e transmissao frequente, como na zona rural do distrito de
Brejo do Amparo, do mesmo municipio. Neste caso, anticorpos do tipo 1gG ou subclasses
de IgG teriam uma concordancia melhor com extensos testes parasitoldgicos
(MAGAHAES et al., 2019).

Nossos estudos mostraram e corroboraram a necessidade de dar continuidade as
pesquisas que possam indicar métodos diagndsticos mais sensiveis do que o tradicional
método de Kato-Katz. Mesmo tendo, também algumas limitacdes, os métodos de POC-
CCA e Elisa IgM anti-SWAP e 1gG anti-SEA aplicados, apresentaram sensibilidades
superiores a0 K-K. Na area de baixa endemicidade, 1,5% de prevaléncia com o K-K,
(Gameleira e Bom Jantar) o POC-CCA alcangou sensibilidade de 50% (9,4 — 90,5)

considerando traco reativo e 0% (0 - 65,6) considerando traco como ndo reativo. Na area
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de alta endemicidade, 24,7% de prevaléncia com K-K, (Barra do Pindaibal), o teste rapido
POC-CCA alcancou uma sensibilidade de 86,4 % (66,7 — 95,3) quando tragos foram
considerados reativos e 81,7% (61,5 — 92,7), quando os tracos foram considerados ndo
reativos.

Por outro lado, mesmo considerando um N baixo que, dificulta as inferéncias; o
teste ELISA IgM anti-SWAP teve sensibilidade de 100% (34,2 — 100) e IgG anti-SEA
também sensibilidade de 100% (20,7 — 100) na area de baixa endemicidade. E, na area de
alta endemicidade as sensibilidades foram 90,9 % (72,2 — 97,5) para IgM anti-SWAP e
95,5% (78,2 —99,2) para IgG anti-SEA. Mas, qual o significado dessas sensibilidades t&o
altas? Podemos indicar o tratamento? Basta termos métodos apenas muito sensiveis?

A necessidade de um diagndstico precoce dos casos de esquistossomose € 0
desenvolvimento de métodos e tecnicas cada vez com maiores acuidades, menos
invasivos, com baixos custos, aplicaveis facilmente e com resultados em curto prazo,
continua sendo de importancia relevante no combate e na eliminacéo e ou reducdo dos
casos da doenga.

Portanto, para cumprir, pelo menos, parcialmente, com a resolucdo WHA 65.21
da Assembleia Mundial de Saude para eliminacdo das esquistossomoses até o ano de 2020
(WHO, 2012), os testes mais sensiveis podem nortear de forma mais substancial as
indicacdes para o tratamento da populacdo. TOOR, et al., (2019) questionam que, se a
meta final, ou seja, interrupcdo da transmissao, tivesse sido atingida, qual o limiar de
prevaléncia (0,5% ou 1% ou outro) seria suficientemente baixo para determinar a real
interrupcdo da transmissdo das esquistossomoses Ou O seu ressurgimento naquelas
localidades ja consideradas isentas de transmisséo ativa.

E, em prevaléncias tdo baixas para a vigilancia de isencdo de transmissao o
método Kato-Katz seria suficientemente sensivel para medir a interrup¢do do ciclo ativo
da doenca? Ou novos, mais sensiveis e mais modernos métodos serdo requisitados para
essa nova forma de vigilancia epidemioldgica? (TOOR, J. et al., 2019). Os novos métodos
diagndsticos, mais sensiveis, com maiores acuidades vao permitir ampliar o espectro de
prevaléncia ideal para a vigilancia? Examinar escolares e em alguns casos até pré-
escolares, como grupo sentinela e/ou como amostragem da populacéo, conforme sugerido
desde 1953 pela OMS poderia auxiliar no combate a parasitose e na vigilancia de isencédo
de transmissdao? (MONTRESOR, et al., 2002; MASSARA, et al. 2006; BARBOSA, et al.
2008, MUTAPI, et al. 2015, 2017; KATZ, 2018; SANTOS, 2019; TOOR, 2019).
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9 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

9.1 CONCLUSOES

Como conclusbes, trabalhamos em duas areas com cenario epidemioldgico
completamente diferentes. Nas localidades de Gameleira e Bom Jantar com baixo
percentual de positividade, os poucos individuos ovo-positivos pelo K-K eram adultos e
ndo tinham individuos ovo-positivos entre os escolares. Por outro lado, a localidade de
Barra do Pindaibal, apresentou alta positividade pelo método de K-K e um alto percentual
de positividade em escolares e adolescentes.

Nosso estudo na area de baixa endemicidade (Gameleira e Bom Jantar)
diagnosticou casos positivos para S. mansoni pelo método de K-K apenas entre os adultos
na faixa etaria entre 20 a 59 anos. E cerca de 34% dos individuos examinados eram
escolares na faixa etaria de 6 a 19 anos e ndo foram ovo-positivos no exame de K-K. A
auséncia da infeccdo esquistossomotica entre os escolares, aléem de condicdes de
saneamento basico (agua potavel e destino adequado do esgoto sanitario) pode ser um
indicador de vigilancia e reducédo do ciclo parasitario nessa localidade (KATZ, 2018).
Apesar do alto percentual de positividade da infec¢do por S. mansoni pelo teste rapido na
urina, POC-CCA, em todas as faixas etarias, ndo comprovamos concordancia entre o
POC-CCA considerando o traco como reagente ou como ndo reagente em relacdo ao teste
de referéncia Kato-Katz. Enquanto que, a provavel memoria imunologica e/ou infeccbes
passadas podem ter sido identificadas pelo alto percentual de positividade da infeccao por
S. mansoni pelo ELISA (IgM anti-SWAP) e moderado pelo ELISA (IgG anti-SEA) entre
o0s adultos (20 a 59 anos) nas localidades de Gameleira e Bom Jantar. Porém, o indice de
concordancia foi ruim.

Na localidade aqui definida como de alta endemicidade (24,7% de positivos para S.
mansoni, no K-K), cerca de 82% dos ovo-positivos estavam na faixa etaria entre 6 a 19
anos, ou seja, escolares e adolescentes. De tal maneira que, nessa localidade a transmissédo
e reinfeccdes podem ser frequentes. Também, constatamos aqui um percentual elevado
de positividade da infeccdo por S. mansoni pelo teste rapido de urina POC-CCA,
considerando o “trago” reagente em todas as faixas etarias, € fraca concordancia em
relacdo ao teste de K-K. Porém, a concordancia foi moderada quando consideramos o
“trago como ndo reagente”. E nesta condi¢do e cenario epidemioldgico o teste POC-CCA

poderia ser indicado como rastreio. O teste ELISA, também detectou, elevados
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percentuais de positividade da infecgdo por S. mansoni seja com IgM anti-SWAP ou 1gG
anti-SEA na localidade de Pindaibal em todas as faixas etérias. Porém, tanto IgM anti-
SWAP quanto IgG anti-SEA foram reativos em cerca de 30 a 34% dos individuos na faixa
etaria entre 10 a 19 anos. Portanto, poderiam ser utilizados como método de rastreio,
principalmente a 1gG, nessa faixa etéaria. Apesar da concordancia ruim entre os testes
sorologicos em relacdo ao teste parasitologico (KATO-KATZ) recomendado pela OMS
na area de alta endemicidade; houve uma correlacdo positiva entre a carga parasitéria e
o coeficiente de reatividade para I1gG anti-SEA (r= 0.75 e p<0,0008) em Barra do
Pindaibal, localidade de alta endemicidade. Portanto, a sorologia ndo pode ser
desprezada, principalmente nos novos cenarios epidemioldgicos do Brasil. Devemos
evitar a visdo reducionista: o teste K-K é pouco sensivel; o futuro da triagem
epidemiologica estd nos testes rapidos; a captura de anticorpos soO identifica memdria
imunoldgica (Professor Carlos GRAEFF Teixeira, UFES, Webnario, da Sociedade
Brasileira de Parasitologia. Diagndstico da esquistossomose: como estamos?
2020). Sabendo das limitacdes em relacdo a sensibilidade e especificidade do K-K e do
POC-CCA, o imunoensaio 1gG anti-SEA demonstrou sensibilidade e especificidade
aceitavel para ser utilizado como ferramenta de rastreio para esquistossomose mansoni
em ambas as areas de baixa e alta endemicidade, com melhor desempenho nas faixas
etarias mais novas. Concluo, ressaltando que, nos diversos padrdes epidemiologicos
atuais, todas as ferramentas diagndsticas terdo o seu papel identificador das infeccdes,
sejam elas passadas ou presentemente ativas. Norteando, assim, o combate a

esquistossomose mansoni e amentando a vigilancia da isencdo de transmisséo.
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9.2 PERSPECTIVAS

- Resultados poderiam ser usados para elaborar diretrizes sobre métodos de diagnostico e
alternativas em areas de baixa, média e alta endemicidade da esquistossomose mansoni;
- 0 valor do método POC-CCA deve ser avaliado mais detalhadamente em &reas de baixa
endemicidade e em individuos com baixa carga parasitaria, com teste de referéncia mais
rigido e com testes alternativos de alta sensibilidade (HELMINTEX ou PCR), para uma
avaliacdo mais precisa do desempenho e para indicar as perdas do teste (falsos-negativos
e falsos-positivos);

- avaliar mais detalhadamente o valor diagndstico dos testes sorol6gicos em placa de
ELISA (IgG e sub-classes) como alternativa de diagnostico para esquistossomose,

especialmente em areas de baixa endemicidade (complementacéo do K-K).
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por programas de tratamento em massa da populacac da area endémica. No Brasil, o controle da
esquistossomose acorre através de um programa que ufiliza 2 pesguisa constante da populagée das dreas
endémicas com fratemento através de medicacZio adequada (praziquantel) dos individuos infectados. Este
pregrama levou a uma reducdo dos casos graves da doenga, mas foi incapaz de interromper a transmisséo
do parastio, como demonsira os dados atuais. Hoje, na maioria das areas endémicas, os individuos
infectados possuem baixa carga parasitaria, e ests fato dificulta 2 detecgfo da infeccio pelos métodos
usuais de exames coprolégicos. Esta conjuntura induz a uma constante contaminagdo do ambiente e
transmissac parasitaria. Para que o confrole da transmissac da esquistossomose, ou até mesmo a
interrupcao de sua fransmiss&o, possa ser possivel, um métedo mais sensivel, rapido e de fcil manipulacao
necessita urgentemente ser aplicado.O presente projeto visa utilizar 3 infraestrutura de um projeto existente
(CNPq, DECIT N° 44/2012) para investigar a sensibilidade de um teste rapido de urina, e comparé-lo com o
teste coprolégico usual e exames sorolégicos, em uma populaco de drea

Enderego: Av. Presidente Antdnio Carlos, 6627 2° Ad S1 2005

Bairro: Unidede Administrativa i CEP: 31.270-901
UF: MG BMunicipio: BELO HORIZONTE
Telefone:  (31)3409-4592 E-maik: coep@prpq.uimg.br

Pagina01de 07

131



ANEXO C - TERMO CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

(ADULTOS)

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Participantes maiores de 18 anos

Convite para participar

Voce, esta

convidado(a) para participar, voluntanamente do Projeto “Schistosoma mansoni - Avaliagio e

validagde de imuno-diagnosticos para deteccdo da esquistossomose em dreas de baiba

endemicidade efou baixa carga parasitaria no Estado de Minas Gerais.”
Leia efou ouga atentamente as informagGes a seguir antes de dar o seu consenfimento.

Informacdes sobre o Estudo

0 projeto em andamento sera realizado na comumidade de Bom Jantar, Municipio de
Jamuzma, Minas Gerais onde sera conduzido por pesquisadores da Universidade Federal de
Minas Gerais (UFMG) e do Centro de Pesquisas René Rachou, da Fiocruz Minas Gerais. A
pesquisa sera conduzida em cumprimento total das exigéncias contidas na Resolugio CNS
N° 466/12, sobre pesquisa com seres humanos. O objetivo deste estudo € avaliar e comparar
técmicas de exames de fezes, de urna e sorologicas para o diagmostico e controle da
esquistossome. E importante lembrar que a Esguistossomose (também conhecida como
xistose ou barriga d’agua) € uma doenca que se adquire no contato com dguas que contém
carammjos infectados. As pessoas que sdo diagnosticadas podem ser tratadas e curadas, mas
o diagnéstico das pessoas com baixa carga parasitaria é dificil e sem o tratamento alguns
casos da xistose podem produzir alteragbes no figado e sangramentos (no vémito e nas fezes).
Ao concordar com a participagdo vocé autoriza a coleta de uma amostra de fezes, urna e
sangue que serdo utilizadas para detectar ovos ou produtos do verme ou induzidos por ele
(anticorpos) que pernutam confirmar a presenca da esquistossomose. Nas amostras de fezes
também iremos investigar a presenca de outros vermes. Os exames serdo repetidos 30 dias
apos fratamento em pessoas positivas para esquistossomose e fratadas com o remedio
adequado. Depois de seis meses toda comumidade sera examinada de novo (fezes, sanpue e
urina) para verificar se houve reinfecciio na comumidade.
Riscos e Beneficios
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ANEXO D - TERMO DE ASSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(CRIANCAS E ADOLESCENTEYS)

TERMO DE ASSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECTDO
Criancas entre 6 a 17 anos
Convite para participar
WVock, esta
convidado(a) para participar, voluntanamente do Projeto “Schistosoma mansoni - Avaliagio e

validagde de imuno-diagndsticos para deteccao da esguistossomose em areas de baba

endemicidade efou baixa carga parasitaria no Estado de Minas Gerais.”
Leia efou ouga atentamente as informagGes a seguir antes de dar o seu consenfimento.

Informacdes sobre o Estudo

O projete em andamento serd realizado na comunidade de Bom Jantar, Municipio de
Jamuzma, Minas Gerais onde serd conduzido por pesquisadores da Universidade Federal de
Minas Gerais (UFMG) e do Centro de Pesquisas René Rachou, da Fiocruz Minas Gerais. A
pesquisa sera condurida em cumprimento total das exigéncias contidas na Resolugio CNS
N° 466/12, sobre pesquisa com seres humanos. O objetivo deste estudo € avaliar e comparar
técmicas de exames de fezes, de urna e sorologicas para o diagmostico e controle da
esquistossome. E importante lembrar que a Esquistossomose (também conhecida como
xistose ou bamiga d’agua) € uma doenga que vocé pega no contato com dguas que contem
carammjos infectados. As pessoas que sdo diagnosticadas podem ser tratadas e curadas, mas
o diagnéstico das pessoas com baixa carga parasitaria é dificil e sem o tratamento alguns
casos xistose podem produzir alteragdes no figado e sangramentos (no vomito e nas fezes).
Ao concordar com a sua participagio voce autorza a coleta de uma pequena quantidade de
fezes, urina e sangue que serdo ufilizadas para detectar ovos ou produtos do verme ou
mduzides por ele (anhcorpos) que permitam confirmar a presenga da esquistossomose. Nas
amostras de fezes também remos mvestigar a presenga de outros vermes. Oz exames serdo
repetidos 30 dias apos tratamento em pessoas com xistose e tratadas com o remedio
adequado. Depois de seis meses voce sera examimado de novo (fezes, sangue e urina) para
Ver 5 acontecen wma nova infeccio.
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ANEXO E - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(CRIANCAS E ADOLESCENTEYS)

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Criancas de 0 a 17 anos
Convite para participar

Sen filho(a) ou menor sob  sua  responsabilidade, cmjo  nDome &
estdi comvidado(a) para participar,
volmtariamente do Projete “Schistosoma mamsoni - AvaliagSo e walidagio de imuno-

diagndsticos para detecgdo da esquistossomose em dreas de baixa endemicidade efou baixa carga
parasitiria no Estado de Minas Gerais.”
Leiam e/ou cucam atentamente as informacdes a seguir antes de dar o sen consenhmento.

Informacdes sobre o Estudo

O projeto em andamento sera realizado na comunidade de Bom Jantar, Municipio de
Jamuaria, Minas Gerais onde sera conduzido por pesquisadores da Universidade Federal de
Minas Gerais (UFMG) e do Centro de Pesquisas René Rachou, da Fiocruz Minas Gerais. A
pesquisa serd conduzida em cumprimento total das exigéncias confidas na Resolugiio CNS
" 466/12, sobre pesguisa com seres humanos. O objetive deste estudo € avaliar e comparar
técnicas de exames de fezes, de urina e sorologicas para o diagndstico e controle da
ewﬁstom.ﬁimpmfm&l&mharqneaaqtﬂslm(tmnbémcm&dda COMO
xistose ou bamiga d'agua) € uma doenca que se adquire no contato com aguas que contém
carammjos infectados. As pessoas que sdo diagnosticadas podem ser tratadas e curadas, mas
o diagnostico das pessoas com baixa carga parasitinia é dificil e sem o tratamento alguns
casos xistose podem produzir alteragdes no figado e sangramentos (no vémito e nas fezes).
Ap concordar com a participacdo de seu filho(a) ou menor sob sua responsabilidade vocé
vocé autoriza a coleta de uma amostra de fezes, urina e sangue (maiores de 3 anos) que serdo
utilizadas para detectar ovos ou produtos do verme ou induzidos por ele (anticorpos) que
permitam confirmar a presenga da esquistossomose. Nas amostras de fezes também iremos
imvestigar a presenca de outros vermes. Os exames serdo repetidos 30 dias apos tratamento
€I pessoas Positivas para esquistossomose € fratadas com o remédio adequado. Depois de
seis meses toda comumidade serd examinada de novo (fezes, sangue e unna) para verificar se
houve reinfeccio na comumidade.
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ANEXO F - LAUDO RESULTADOS

UFmMmG
Resultado Exame de Fezes
NOME: IDADE: ID:
Método Kato-Katz, Resultado: Positivo Negativo
Obs.: Schistosoma mansoni OPG:
Obs.:
Januaria,
Assinatura
CRB:
Tratamento: ( ) Sim ( )Né&o Data:

I
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ANEXO G - ANALISE ESTATISTICA DA DISTRIBUICAO POR SEXO E FAIXA
ETARIA

N&o foram observadas diferencas estatisticamente significativas (p>0,05) na

distribuicdo por sexo e também por idade (faixas etérias) nas duas areas (baixa e alta

endemicidade).
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