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IMUNODIAGNOSTICO DA ESQUISTOSSOMOSE MANSONICA
COM BAIXA CARGA PARASITARIA

Dirce Mary C. Lima, Clarice P. Abrantes-Lemos, Sumie Hoshino-Shimizu,
Luiz P.C. Valli, Herminia H.Y. Kanamura, Luiz Caetano da Silva
e Silvia A.G. Vellosa

Atualmente, a esquistossomose mansénica com baixa carga parasitéria é freqiiente, e desta
Jorma, ensaios imunolégicos de interesse ao diagndstico populacional de infecgdo leve por
Schistosoma mansoni foram aqui avaliados. Incluiram-se neste estudo ensaios anteriormente
ndo avaliados (grupo 1) e pouco avaliados (grupo 1) para triagem de infec¢des leves. No grupo
1, destacaram-se as reagdes de imunofluorescéncia destinadas a detecgdo de anticorpos IgM
antiverme (RIFv IgM), e de anticorpos IgG anti-ovo (RIFo IgG) por apreseniarem niveis
elevados de sensibilidade, especificidade, eficiéncia e valor preditivo positivo. Todavia, os
ensaios imunoenzimdticos para a detecgdo de anticorpos IgM, antiverme (ELISAv IgM) ¢ anti-
ovo (ELISAo IgM) revelaram niveis menores qite as reagdes acima. Os ensaios do grupo 1,
nawmaioria utilizada para detecgdode anticorpos Ig Geontra os mesmos anitigenos, demonstraramn
desempenhos diagndsticos satisfatorios. Os dados aqui obtidos contribuiram para evidenciar
pelo menos trés categorias de ensaios imunoligicos, e concluimos que os de categoria I sdo
apropriados para estudos soroepidemiolégicos de infeccdo leve por S. mansoni, em vista de
suas caracteristicas diagndsticas permanecerem inalieradas mesmo que a intensidade de
infec¢do por S. mansoni varie significativamente.

Palavras-chaves: Infecgdo leve. Sorodiagndstico. Esquistossomose mansonica. Anticorpos

IgM e IgG.

A esquistossomose € endémica em paises
tropicais e os dados fornecidos pela Organizagio
Mundial de Saide? mostram que em localidades
onde os programas de controle epidemioldgico
tiveram sucesso, a prevaléncia bem como a
intensidade da  infec¢do  diminuiram
consideravelmente, a par das formas graves da
doenca. Além disso, infecgoes leves sdo também
encontradas nas dreas onde o vetor é Biomphalaria
tenagophila, assim como, em pacientes apos a
quimioterapia'®.

Em dreas de esquistossomose de baixa
endemicidade, a falha diagnéstica tende a ocorrer
freqiientemente, a ndo ser que exaustivos exames
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parasitolGgicos de fezes sejam efetuados®. Nestas
circunstincias, ensalos 1munolégicos prestam
inestimdvel auxilio, complementando os dados
parasitoldgicos?.

Vidrios ensaios imunolégicos, baseados na
detecgiio de anticorpos, foram propostos!3 16172022
para o diagndstico da esquistossomose mansonica,
utilizando diferentes antigenos provenientes do
ciclo evolutivo de Schistosoma mansoni. Até a
ultima década, a maioria dos ensaios imunolégicos
estava adequada para a detecgdo de anticorpos 1gG
anti-S. mansoni.

Os estudos prévios'’/ mostraram que esses
ensaios apresentavam caracteristicas semelhantes
quando avaliados em infec¢des com baixa,
intermedidria e alta carga parasitaria.

Recentemente, avaliamos'> alguns ensaios
imunolégicos que detectam anticorpos IgM e [gG
considerados marcadores diagndsticos tanto da
infecgdo aguda como da cronica, fazendo o uso de
antigenos de verme ou ovosdo parasita. Os resultados
demonstraram que a eficiéncia diagndstica variava
notadamente quando os ensaios eram aplicados em
pacientes eliminando menos de 100 ovos por grama
(OPQG) de fezes.
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Portanto, no presente trabalho, abordamos
melhor este aspecto, estudando aqueles ensaios
imunoldgicos ainda ndo avaliados ou pouco avaliados
como por exemplo, 0 ensaio imunoenzimatico,
ELISA e de imunofluorescéncia para a detecgao de
anticorpos IgM e IgG, utilizando antigenos de
vermes € ovos, em pacientes com infecgdes leves
por S. mansoni.

MATERIAL E METODOS
Métodos parasitoligicos

Amostras de fezes foram coletadas de pacientes
do ambulatério do Laboratério de Hepatologia do
Instituto de Medicina Tropical de Sdo Paulo (IMTSP)
e de funciondrios da Universidade de Sio Paulo
(USP) e submetidas ao exame parasitolégico
quantitativo de Kato-Katz!*(MKK), realizado com
3 laminas, assim como ao exame qualitativo de
eclosio de miracidios (MEM) descrito*
anteriormente com algumas modificagbes como
segue. A 30g de fezes foram adicionados 200m! de
dgua, e filtrados com gaze em um frasco cénico.
Apds manter o frasco ao abrigo da luz por 30
minutos, o sobrenadante foi desprezado, e o
sedimento lavado com dgua a cada 10 minutos em
ambiente sem luz, até o sobrenadante tornar-se
claro. O sedimento fot entdo colocado em um frasco
de fundo chato, adicionando-se dgua (25° a 28°C)
para completar o volume de 50ml e deixando-se sob
a incidéncia da luz. O aparecimento de miracidios
na parte superior do frasco foi registrado, por
visualizagdo normal ou com uma lupa de aumento,
a cada 15 minutos na primeira hora e depois a cada
60 minutos, nas 24 horas subseqiientes. Os resultados
do MEM, embora fossem qualitativos, receberam
arbitrariamente valoresde 1 + a4+, de acordo com
o mimero de miracidios presentes. A mtensidade da
infec¢do por S. mansoni foi expressa em OPG de
fezes, de acordo com o MKK.

Casuistica
U total de 39 pacientes com esquistossomose

mansdnica foi selecionado parao estudo, noIMTSP,
com bases nos dados de exames parasitoldgicos.
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Pacientes eliminando menos que 100 OPG fezes e
aqueles negativos no MKK, porém positivos no
MEM foram também incluidos. Todos os pacientes
eram migrantes procedentes de diferentes estados
onde a esquistossomose é endémica e que moravam
na cidade de Sdo Paulo por um periodo que variava
de 2 meses a 28 anos. Este grupo de pacientes era
constituido de homens e mulheres com 18 a 44 anos
de idade. Clinicamente, apresentavam formas
intestinais cronicas'®, com excegdio de uma paciente
que tinha a forma hepatointestinal da doenga. O
grupo controle consistiu de 44 funciondrios da
USP, considerados clinicamente sadios e que sempre
viveramna cidade de S3o Paulo, consistindo também
de homens ¢ mulheres com idades de 18 a 52 anos,
apresentando exames parasitologicos negativos para
esquistossomose.

Ensaios soroldgicos

Soros foram colhidos de pacientes
esquistossomdticos e de individuos sadios e
conservados a -20°C. A seguir, os pacientes com
esquistossomose foram tratados.

Na reagdo de imunofluorescéncia, para a
detecgao de anticorpos IgM ou IgG (RIF-IgM e
RIF-IgG), os antigenos empregados foram: vermes
adultos e figado infectado de hamster com
granuloma hepidtico seccionados no criostato!!,
tendo os limiares de reatividade (LR) correspondente
ao titulo 20, além de vermes adultos emblocados em
parafina’ e seccionados em micrétomo, com LR no
titulo 10.

Os ensaios imunoenzimaticos, ELISA, foram
também estudados para a detec¢do de anticorpos
IgM e IgG?, tendo os limiares de reatividade
correspondentes a 2 desvios padrGes obtidos do
grupo de soros de individuos clinicamente sadios,
com o uso de antigeno solhivel de vermes adultos
obtido conforme j4 descrito’, assim como antigeno
solivel de ovos?, sendo este Wltimo antigeno doado
pela Organizacdo Mundial de Saiide.

Avaliagiio dos ensaios imunolégicos

ensaios
foram estudadas em termos de sensibilidade,

As caracteristicas diagndsticas dos
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especificidade, como também em valores preditivos
de resultados positivo e negativo®. Intervalos de
confianga foram determinados para cada um destes
pardmetros diagnésticos?!. Para o cdlculo da média
geométrica dos titulos de RIF, os titulos foram
transtormados em log,'°.

RESULTADOS

No grupo de pacientes esquistossométicos, 37
(94,9%) das 39 amostras fecais coletadas
apresentaram ovos de S. mansoni, em média 80
OPG de fezes, de acordo com o MKK. O maior

niimero de ovos encontrado por lamina foi de 120
OPG de fezes. As mesmas amostras de fezes
apresentaram baixa positividade, 48,7 %(19/39) no
MEM, em intensidades graduadas de 1 + ¢ 2+. No
entanto, as duas amostras negativas no MKK foram
positivas no MEM (1+).

No grupo controle, todas as amostras fecais
(44) foram negativas para os dois métodos
parasitolégicos.

Os dados obtidos por técnicas soroldgicas estdo
apresentados nas Figuras 1 ¢ 2, com as RIFv [gM
(verme), RIFo IgG (ovo), ELISAv IgM (verme) e
ELISAoIgM (ovo) constituindo o grupo de ensaios
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Figura 1 - Niveisde anticorpos contra vermes e ovos no granuloma hepdtico em titulos determinados
por reagdo de imunofluorescéncia, no estudo de 39 soros de pacientes com esquistossomose

mansénica.

(|--1-—|): Média geométrica dos titulos e desvio padrdo.

LR: limite de reatividade.
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Figura 2 - Niveis de anticorpos IgM e IgG, anii-verme e anti-ovo, em densidade dptica (DO),
determinados por ensaio imunoenzimdtico, ELISA, no estudo de 39 soros de pacientes com esquistossomose

mansonica.

(| -1-—1): Média das densidades dpticas e desvio padrao.

LR: limite de reatividade.

ainda ndo avaliados em infecges baixas, enquanto
os demais, os ensaios pouco avaliados. Na Figura
1, anticorpos IgM contra vermes adultos foram
encontrados em 35 dos 39 soros de pacientes
esquistossomdticos por RIF, com titulos
significativos variando de 20 a 160, tendo a média
geométrica dos titulos (MGT) de 2,6 em log,. Em
37 dos 39 soros estudados, anticorpos [gM contra
o tubo digestivo de vermes parafinados foram
detectados pela mesma reagdo, em titulos de 10 a
160, com MGT de 2,0. Os anticorpos IgG contra
vermes adultos ou ovos nos granulomas hepiticos
foram revelados em todos os soros pela RIF. Os
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titulos de anticorpos antiverme foram de 20 a 320,
sendo a MGT de 3,2; enquanto os anticorpos anti-
ovo apresentaram titulos de 40 4 640 e MGT de 3,5.

O ensaio imunoenzimitico, ELISA, detectou
anticorpos IgM antivermes e anti-ovos em niveis
significativos (Figura 2), sendo os primeiros
revelados em 32 dos 39 soros estudados e osiltimos
em 30 desses 39 soros. Os niveis significativos de
anticorpos antivermes determinados em densidades
6pticas (DO) variaram de 0,05 até 0,290; sendo a
média da DO (MDO) de 0,097. Os anticorpos anti-
ovos apresentaram DO de 0,075 a0,895; e MDO de
0,178.
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Anticorpos 1gG antivermes e antfi-ovos foram
demonstrados pelo mesmo ensaio acima, em todos
0s 39 soros de pacientes. As DO dos anticorpos [gG
foram ligeiramente maiores que as dos anticorpos
IgM, sendo que para os antivermes variaram desde
0,092 a 1,114, correspondendo a MDO de 0,456.
Paraosanticorpos anti-ovos, as DO tiveram variagao
de 0,057 a 0,548, sendo a MDO de 0,276.

No grupo de individuos sadios, falsos resultados
positivos foram encontrados em 7 dos 44 soros
estudados, em ELISA-IgM, quando antigeno de
vermes foi utilizado. No mesmo ensaio empregando
antigeno de ovos, os resultados falsos positivos
ocorreram em 13 soros. Nas demais técnicas, os
soros foram todos negativos.

O desempenho diagnéstico das diferentes
técnicas sorolégicas estd expresso em termos de
sensibilidade, especificidade e em valores preditivos
de resultados positivos e negativos (Tabela 1) sendo
os ensaios do grupo I, correspondentes aos ainda
ndo avaliados anteriormente em infecgdes leves e os
do grupo II, aos pouco avaliados.

Os ensaios imunoenzimaticos, ELISA, foram

reprodutiveis quando estudados contra 6 soros
controles, sendo 3 positivos e 3 negativos pois, as
determinagdes realizadas, em 6 diferentes dias,
mostraram desvios padrdes que variaram desde
0,002 a0, 180; ndoultrapassando o limite estipulado
de 0,200. :

As reagdes de imunofluorescéncia, nas mesmas
condi¢des de estudo acima, apresentaram, na sua
maioria, concordancia de titulos ou variagio de
titulo correspondente a uma diluigdo, considerada
nao significativa para os soros positivos controles.
Resultados sempre negativos foram obtidos com os
soros negativos controles.

DISCUSSAO

Os dados do presente trabalho corroboram os
nossos achados anteriores!?, quanto a existéncia de
ensaios imunoldgicos que modificam suas
caracteristicas diagnésticas ao serem aplicados em
pacientes esquistossométicos com baixa carga
parasitdria.

Desta forma, para avaliagio de novos ensaios

Tabela 1 - Desempenho diagndstico de diferentes ensaios imunologicos, no estudo de pacientes comn
esquistossomose mansénica tendo baixas cargas parasitdrias.

Ensaio Antigeno Sensibilidade  Especificidade Eficiéncia Preditivo de positivo
Grupo I1?
RIF IgM Verme 0,90 1,00 1,00 0,95
(0,76-0,96) (0.92-1,00) (0,96-1,00) (0,88-0,98)
RIF IgG Ovo 1,00 1,00 1,00 1,00
(0,91-1,00) (0,92-1,00) (0,96-1,00) (0,91-1,00)
ELISA IgM Verme 082 0,77 0,80 0,80
(0,67-0,91) (0,63-0,88) (0,63-0,88) (0,70-0,87)
ELISA IgM Ovo 077 0,68 0,72 0,70
b (0,62-0,87) (0,52-0,80) (0,61-0,81) (0,55-0,81)
Grupo 11
RIF IgM Verme
parafinado 0,95 1,00 0,98 1,00
(0,83-0,99) (0,92-1,00) (0,92-0,99) (0,91-1,00)
RIF IgG Verme 1,00 1,00 1,00 1,00
(0,91-1,00) (0,92-1,00) (0,96-1,00) (0,91-1,00)
ELISA IgG Verme 1,00 1,00 1,00 1,00
(0,91-1,00) (0,92-1,00) (0,96-1,00) (0,91-1,00)
ELISA IgG Ovo 1,00 0,93 0,96 0,93
(0,91-1,00) (0,80-0,98) (0,89-0,99) (0,81-0,95)

a - - . - ~ ;
Grupo I = ensaios avaliados pela primeira vez em infecgiio leve por S. mansoni;,
b Grupo II = ensaios pouco avaliados nas mesmas condigdes de infecgio.
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imunoldgicos, torna-se imprescindivel a inclusio
de soros de pacientes com infecgio leve, no painel
de soros de referéncia, por constituirem indicadores
sensiveis para andlise da eficiéncia diagndstica.

Os resultados aqui obtidos revelam que ensaios
empregando antigenos figurados, tanto de verme
como de ovo do S. mansoni, como as reages de
imunofluorescéncia apresentam alta eficiéncia
diagnéstica, independentemente do isotipo de
anticorpos detectado. Nos estudos anteriores!! 13 15
estas reagdes demonstraram ser eficientes tanto em
infecgBes de cargas parasitirias moderadas como
altas.

Os ensatos que utilizam antigenos soltveis de
verme ou ovo, por sua vez, diferiram quanto a
eficiéncia diagnéstica, sendo melhores aqueles
destinados a detecgdo de anticorpos IgG que os de
IgM. Ademais, os niveis de sensibilidade e
especificidade que encontramos para ensaios
imunoenzimdticos, ELISA, empregando antigeno
de verme ¢ ovo, foram mais elevados que os de
outros autores'’. Niveis moderados de eficiéncia
diagndstica foram observados para os ELISAv [gM
e ELISAo IgM, mostrando a relevincia de
determinados epitopos que estjo em quantidade
suficiente nas RIFv IgM e RIFo [gM, e insuficiente
naqueles imunoenzimaticos.

Os nossos dados, ainda preliminares, obtidos
por técnica de “Western Blot”, demonstram que
anticorpos IgG de pacientes com infecgdo leve
reconhecem as bandas antigénicas de vermes e
ovos, correspondentes a 31kDa e 16kDa,
respectivamente. Desta forma, nos ensaios para os
anticorpos IgG, antigenos ricos em componentes
associados a essas bandas antigénicas parecem
conferi-los alta eficiéncia diagndstica,

Os ensaios para a detecgao de anticorpos [gM,
por sua vez, exigem antigenos de natureza
polissacaridica do que protéica® 1! 17, Desta forma,
pelo fato de extratos antigénicos soliiveis conterem
baixo teor de polissacdrides, a sensibilidade
diagndéstica dos ensaios imunoenzimaticos torna-se
baixa.

A RIFvp [gM forneceu resultados ligeiramente
mais sensiveis que a RIFv IgM. Umadas explicages
seria o tratamento dos vermes com formaldeido
antes de incluir em parafina, mantendo os antigenos
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polissacaridicos melhor preservados na estrutura
do verme do que em vermes de cortes em criostato.

A sensibilidade da RIFvp IgM foi semelhante
aencontrada por outros autores!’, do mesmo modo
que as observadas em infecgdes moderadas e altasd.

Os achados deste trabalho, em conjunto com os
nossos dados anteriores!3, permitem a evidenciagio
de pelo menos trés categorias: I, I e I1I, de ensaios
imunoldgicos com base na eficiéncia diagndstica de
infecgdo por S. mansoni de baixa carga parasitdria
(< 100 OPG fezes).

Os ensaios de categoria I, abrangem os que
apresentam alta diagndstica
independentemente da intensidade de infecgdo
expressaem termos de cograma, como porexemplo,
RIF IgG e IgM, e ELISA IgG. Os ensaios de
categoria II, mostram moderada eficiéncia
diagnéstica, porém, em infecgdes moderadas e altas
témalta eficiéncia diagnéstica, como exemplificados
por ELISAv IgM e ELIEDA (Enzyme-linked-
immuno-electro-diffusion assay) 1gG'>. Os ensaios
de categoria III, sao aqueles de baixa eficiéncia
diagnéstica e a eficiéncia torna-se moderada e alta,
em paralelo a infec¢des de intensidade moderada e
alta, respectivamente, como por exemplo, ELISAo
IgM além de THAIL (teste de hemaglutinagdo
indireta), e [IED A (immuno-electro-diffusion assay),
estudados anteriormente!”.

Os marcadores imunolégicos apropriados para
finalidades diagnoésticas diferem daqueles para

eficiéncia

avaliagdo do tratamento de pacientes!?, e os ensaios
da categoria IlI, merecem melhores estudos,
abordando a eficdcia da quimioterapia.

O presente trabalho aponta a necessidade de
efetuar escolha criteriosa dos ensaios imunoldgicos
a fim de evitar a obtengdo de dados inexatos nos
estudos de campo.

Ensaios préticos assim como econdmicos sio
de grande valia para inquéritos populacionais. Neste
contexto, a RIFvp IgM apresenta caracteristicas
desejdveis, pois, os antigenos polissacaridicos
(CCA)® conservam-se estdveis por longo periodo
de tempo quando os vermes sdo incluidos em
parafina. A par desta reagdo, os ensaios
imunoenzimiticos, ELISAT¢G, sio também praticos
por possibilitar a utilizagdo de sangue colhido em
papel filtro, como no caso da RIFvp IgM.
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SUMMARY

Presently, the schistosomiasis mansoni with low
worm burden is frequent, thus immunologic assays of
interest for the field diagnosis of Schistosoma mansoni
light infections were evaluated here. Assays not assessed
before (group I} and those requiring better validation
(group 1) for the screening of light infections were
included in this study. In the group 1, the
immunofluorescence assays for the detection of IgM
antibodies 1o worm antigens (IgM IFAw) and IgG
antibodies to egg antigens (IgG IFAe) gave high levels of
sensitivity, specificity, efficiency and predictive value of
positive. However, the immunoenzymatic assays for the
detection of IgM antibodies to worm antigens (IgM
ELISAw) and to egg antigens (IgM ELISAe) had lower
levels than the former assays. The assays from the group
Il designed mostly for the detection of IgG antibodies to
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