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DIAGNOSTICO SOROLOGICO DA ESTRONGILOIDIASE HUMANA ATRAVES
DO METODO IMUNOENZIMATICO

Regina Brasii, Roberto Badaré, Jacy A. F. de Andrade,
Tarcisio M. de Andrade e Edgar M. Carvalho

O presente trabalho demonstra a eficdcia do método imunoenzimdtico utilizando
antigeno solivel de larvas de Strongyloides stercoralis no diagnéstico da estrongiloi-
diase humana. Foram avaliados 27 pacientes com as diversas formas clinicas da para-
sitose, sendo demonstrados titulos significativos em 25 (92%) dos casos. Em 17 contro-
les, com ou sem outras parasitoses intestinais, titulos significativos estavam presentes
em 3 (18%). A sensibilidade do teste foi de 92% e a especificidade de 82%.

Sdo também relatados 3 casos clinicos, nos quais o diagndstico da doenga foi
Jeito inicialmente pela determinacdo de anticorpos contra larvas de S. stercoralis, ha-
vendo posteriormente demonstragdo parasitolégica em 2 dos casos. E ressaltada a im-
portdncia do teste no diagnostico da estrongiloidiase aguda e em situacées onde eosino-
filia néo esteja associada a outras condigées clinicas.
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INTRODUCAO

A estrogiloidiase ¢ uma helmintiase endémica
em varios locais do mundo, sobretudo em regides
tropicais® 8 262729 A despeito do método de detecgdo
do parasita nas fezes ser facil, tem sido amplamente
documentado que em situagGes especiais o diagndstico
dessa parasitosé mesmo em formas graves, s6 tem sido
realizado post-mortem# 7 9 12 14 151925 28

Tentativas tem sido feitas no sentido de melho-
rar os métodos diagnosticos dessa parasitose através
da utilizacdo de exames imunolégicos.

Diversos estudos tém demonstrado o valor da
sorologia na detecgdo de anticorpos antilarvas do S.
recentemente pelo método imunoenzimatico ELI-
SA2351116 172330 33, Entretanto, nos métodos in-
diretos para detectar infecgio, até que antigenos es-
pecificos tenham sido isolados, a reatividade cruza-
da ainda representa uma dificuldade para o diagnos-
ticol021 2224 Esse problema pode ser mais relevante
em nosso meio, devido a alta prevaléncia de outras
parasitores intestinais associadas! 8 13 18 20,

No presente trabalho, determinamos o valor da
sorologia no diagnéstico da estrongiloidiase, desta-
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cando sua importdncia em sitnagdoes onde houve
grande dificuldade de detecgdo do parasita nas fezes.

MATERIAL E METODOS

I Grupo analisado

Foram analisados soros de um total de 27
pacientes, com diagnostico comprovado de estrongi-
loidiase, através da identificagdo de larvas de S.
stercoralis no material fecal, os quais foram acom-
panhados no Hospital Professor Edgard Santos,
Hospital Couto Maia e Hospital Santo Anténio
(Salvador, Bahia). Desses 27 pacientes, 19 eramdo sexo
masculino e 8 do sexo feminino com idade variandode
2-64 anos, com mediana de 40 anos. O grupo-controle
foi constituido por 17 pacientes, sendo 11 portadores
de outras parasitoses intestinais e 6 individuos sadios
que, em 3 exames parasitologicos de fezes realizados
pelo método de Baerman, néo foram detectadas larvas
de S. stercoralis. Todos os individuos do grupo-
controle negavam historia de estrongiloidiase no pas-
sado. Entre os 17 pacientes, 5 eram do sexo masculino
e 12 do sexo feminino, com idade variando de 22-54
anos, e mediana de 38 anos. No presente trabalho sdo
também relatados 3 casos nos quais o diagnostico de
estrongiloidiase foi realizado a despeito da nio
documentagdo do parasita em varios exames parasi-
tologicos de fezes pelo método de Baerman.

II. Teste sorolégico
Preparagido do antigeno

Fezes de pacientes portadores de estrongiloi-
diase foram cultivadas em carvio ativado iumido para
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obtencao de larvas filariformes de S. stercoralis, se-
gundo metodologia descrita anteriormente30. Apés 7
dias as larvas de S. stercoralis foram colhidas da
cultura através do método de Baerman e concentradas
por centrifugacio (600g 15 min a 4°C). Em seguida as
larvas foram lavadas 6 vezes com tampdo fosfato pH
7.2 em centrifugacdo a 150g por 3 minutos. As larvas
limpas foram rompidas para extragio protéica através
de sonificacdo em 4 periodos de 20 segundos com
intervalo de 4 minutos em banho de gelo. O material foi
centrifugado a 16000g por 30 minutos a 4°C. O
sobrenadante foi colhido, determinado o conteudo
protéico através do método de Lowry, e estocado a
~70°C até o uso. (Este antigeno foi gentilmente cedido
pelo Dr. Robert M. Genta).

III. Teste imunoenzimadtico

Placas de microtitulagdo (Linbro EIA Flow
Laboratorics Inc.) plasticas, fundo chato, foram sen-
sibilizadas com 100u1 de uma solucdo antigénica de S.
stercoralis na concentragdo de 10ug/ml em tampéo
carbonato-bicarbonato pH 9,6 durante 18 horas a
40C, Apos 3 lavagens sucessivas de 5 minutos com
solu¢do de Tween 20 a 0.05% em tampéo fosfato
(PBST), as placas sensibilizadas foram secadas e
guardadas envoltas em papel aluminio em freezer a
—20°C até o uso.

Diluicées seriadas de cada-soro a partir de 1/4
até 1/4096 foram preparadas em PBST e 100ul de
cada diluig¢do foi incubada nas placas sensibilizadas
por 45 minutos a 37°C. Em seguida as placas foram
novamente lavadas 3 vezes com PBST e adicionado
100ul do conjugado (IgG de cabra anti-IgG humano
ligado & fosfatase alcalina Sigma A-3150, St. Louis
MO. USA) previamente diluido a 1/1000 em PBST.
Do mesmo modo anteriormente descrito, as placas
foram incubadas e lavadas, apos o que o substrato
enzimatico p-nitrofenilfosfato (Sigma 104-105. St.
Louis, MO. USA) foi diluido, em tampio carbonato-
bicarbonato, ImM de MgC15 e 100 ul dessa solugdo
foram incubadas na placa  temperatura ambiente para
obtengio da rea¢do. Decorridos 30 minutos o desen-
volvimento da reagdo foi interrompido através da
adi¢do em cada orificio da placa de 50ul de hidroxido
de sodio 3N. Leitura espectofotométrica em Mul-
tiskan foirealizada em Filtro 405Nn. As absorvancias
apresentadas por cada orificio foram comparadas com
aquelas obtidas de controles positivos e negativos.
Absorvancias = a média + 2 desvios-padroes dos
controles negativos foram considerados positivos.

RESULTADOS

I Detecciao de IgG antilarvas de S. stercoralis em
soros de pacientes com estrongiloidiase e em
controles

A Figura 1 apresenta a distribuigdo dos titulos

140

> 2048 .
=2 1024+ Yy}
2
=)
g 512- YY)} .
a5
“v
Z 256- e
c
£
8 128 4 (I}
B
=3
8 64 - 0L
E}
§ 0 n| fee| e
2
& 16
0000
< 164 (1] :
Estrongiloidiase Controles
n=27 n=17

FI6. 1 - DISTRIBUIGAO DOS TITULOS DE ANTICORPOS
ANTI-LARVAS DE S. stercoralis EM PACIENTES COM
ESTRONGILOIDIASE E EM CONTROLES.

Fig. 1 - Disiribuicao dos titulos de anticorpos anti-
larvas de S. stercoralis em pacientes com estron-
giloidiase e em controles.

de anticorpos em 27 pacientes com estrongiloidiase, e
em 17 controles. Os pacientes apresentaram desde
auséncia de anticorpos até titulos de 2048, com média
de 324 £ 471 e mediana de 256. Entre os pacientes
comestrongiloidiase, 6 apresentavam a forma grave da
doenca, 11 eram sintomaticos e 10 assintomaticos,
conforme os critérios adotados em publicagdo pré-
vial0. Entre os pacientes com a forma grave da doenga,
os titulos de anticorpos variaram de negativos a =
1024, com média de 448 + 124 e mediana de 256.
Nos pacientes com a forma sintomatica, a variagao
dos titulos de anticorpos foi de 16 a > 1024, com
média de 304 £ 382 e mediana de 128. Os pacientes
assintomaticos mostravam variagdo dos titulos‘de
anticorpos de negativo a > 2048, com média de 276
* 628 e mediana de 48. Enire os controles houve
variagéo dos titulos de anticorpos de negativo a 512,
com média de 34 & 124 e mediana negativa. Quando
comparada as médias dos controles com os pacientes
com estrongiloidiase, houve uma diferenca estatisti-
camente significante com p < 0,005, entretanto esta
diferenga nio pode ser demonstrada entre os grupos
com estrongiloidiase.

Considerando-se positivos os titulos de anti-
corpos de 16, foi documentada a sensibilidade do teste
de 91,66% e a especificidade de 82,35%.

Conforme demonstrado na Figura 1, no total
de 27 casos, dois pacientes apresentavam titulo < 16,
sendo que, nestes, um era assintomatico para a estron-
giloidiase, e portador de insuficiéncia renal cronica, e o
outro apresentava a forma grave da parasitose, sendo
portador de eczema e conjuntivite cronica. Entre os 17
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controles, 11 apresentavam outro tipo de parasitose e/ou
outra doenga associada (giardiase, tricocefaliase,
amebiase, ancilostomiase, ascaridiase, hipertensio
portal esquistossomotica, miocardite crénica chaga-
sica, tuberculose). Entre eles. 3 pacientes apresen-
tavam titulos significativos de anticorpos, sendo que
1 tinha amebiase, e o titulo foi de 32; outro apresen-
tava ancilostomideos, A. lumbricoides ¢ T, trichiuris
¢ o Titulo foi de 32, e o terceiro era portador de anci-
lostomideos, S. mansoni, A. lumbricoides e T. tri-
chiuris ¢ o titulo foi de 512.

II Relato de casos documentando a importdncia da
sorologia no diagnostico de estrongiloidiase

Entre os pacientes com estrongiloidiase, des-
tacamos 3 casos onde o teste imunoenzimatico foi o
método através do qual se conseguiu elucidagido da
suspeita diagndstica.

19 caso:

J.S.A.N., masculino, branco, com 2 anos, re-
sidente em Salvador (BA), foi internado em janeiro de
1984 com quadro de vomitos incoerciveis, dor abdo-
minal, diarréia e desidratagao. Evoluiu em 4 semanas
sem febre, com piora da epigastralgia e acentuagdo da
diarréia, com fezes fétidas, e franca anasarca. Havia
proeminente distensio abdominal, com sinais de as-
cite e edema de MMII além de derrame pleural e
hepatosplenomegalia. Na avaliagdo laboratorial, o
leucograma agresentava contagem global normal com
aneosinofilia. Nos exames bioquimicos, transami-
nases, uréia, creatinina, colesterol e amilase estavam
normais. As proteinas totais e fragoes, inicialmente
normais, apresentam, no decurso de evolugdo, acen-
tuada hipoalbuminemia (1,5g%), e hipogamaglobuli-
nemia (1,2g%). Durante a investiga¢do foram reali-
zados 11 exames parasitologicos de fezes, incluindo
Baerman, todos negativos. Entretanto, um forte an-
tecedente epidemiologico, sugestivo de estrongiloi-
diase (o paciente e o irmdo apresentaram larvas
migrans cutineas apds exposicdo 4 areia, semanas antes
do quadro referido), associado ao evidente quadro
clinico, motivaram a realizagdo do teste sorologico
para anticorpos antilarvas de S. stercoralis, cujo
resultado revelou um titulo de 512. Iniciada a tera-
péutica com thiabendazol, houve rapida melhora da
dor epigastrica, recuperacdo do apetite e desapareci-
mento progressivo da ascite e distengdo abdominal.
Apds 6 meses do tratamento, o menor estavabem e a
sorologia para anticorpos antilarvas de S. stercoralis
foi negativa.

20 caso

R.M.B.S., feminina, parda, com 27 anos, mé-
dica, residente em Salvador (BA), foi atendida em
abril de 1984, com histdria de febre e dor acentuada

em regido cervical ha 18 dias. Na 32 semana de
doenga, apresentou também diarréia durante 3 dias,
além de tosse seca, persistente, artralgias em punhos ¢
joelhos, e exantema urticariforme em placas, na regido
toracica e abdominal que perduraram por + 3 dias. Ao
exame fisico apresentava temperatura 37,8°C sem
alteragdes em exame segmentar. O leucograma re-
velou 21.000 leucécitos/mm3 com 45% de eosindfi-
los. O parasitologico de fezes foi negativo e 0 Rx de
térax normal. O titulo sorolégico de anticorpos anti-
larvas de S. stercoralis foi 512. Um novo exame de
fezes com Baerman, ap6s 1 semana, evidenciou a
presenca de S. stercoralis, além de A. lumbricoides,
E. nana e T. trichiuris. Foi tratada com thiabendazol,
regredindo toda sintomatologia em poucos dias. O
exame coproldgico e o teste sorologico de controle,
realizados 3 meses apds, foram negativos. Essa pa-
ciente havia realizado, 1 ano antes desse episodio, 3
exames parasitologicos de fezes com Baerman e
sorologia para anticorpos antilarvas de S. stercoralis
pelo método imunoenzimatico, sendo todos os exames
negativos, pois a mesma representou um dos controles
de um inquérito soroldgico para estrongiloidiase.

30 caso

E.B., masculino, pardo, com 45 anos, médico,
residente em Salvador (BA). Em uma avaliagédo
laboratorial de rotina, em margo de 1985, foi eviden-
ciado um leucograma de 8.300 leucécitos/mm?3, com
presenca de 18% de eosindfilos. Realizou entdo
exames parasitologicos de fezes com Baerman, ambos
negativos. Em outubro de 1985, apés episodio fugaz
de erup¢do cutinea, realizou novo leucograma com
6.300 leucdcitos/mm?3, mantendo 18% de eosinofilos.
Outro parasitologico de fezes com Baerman continuou
com resultado negativo. Ainda sem sintomas, realizou
mais 2 leucogramas: em fevereirode 1986 com 10.600
leucocitos/mm3 e 14% de eosindfilos e em margo de
1986 com 4.900 leucécitos/mm3 e 9% de eosindfilos.
Novo Baerman persistia negativo. Realizou entdo
sorologia para anticorpos antilarvas de S. stercoralis,
pelo método imunoenzimatico, sendo detectado titulo
de 2048. Realizou novos exames de fezes posterior-
mente, tendo sido demonstrada a presenca de larvas de
S. stercoralis. Fez uso de thiabendazol, e em maio de
1986 o leucograma revelou 7.000 leucécitos/mm3
com 5% de eosinofilos. O exame de Baerman reali-
zado apos o tratamento foi negativo.

DISCUSSAO

O presente estudo demonstra que o teste soro-
légico pela técnica imunoenzimatica para o diagnds-
tico de estrongiloidiase tem alta sensibilidade (92%) e
especificidade (82%) e pode representar, em circuns-
tincias especiais, o método-chave para elucidagio do
quadro clinico desta parasitose. Os resultados que
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obtivemos sdo compativeis com os demonstrados por
outros autores em areas diversas, onde foram relatadas
sensibilidade e especificidade em torno de 809422313234
Isso reforga a possibilidade da utilizagdo dessa técnica
mesmo em areas de alta prevaléncia de parasitoses
intestinais, como a nossa.

No presente estudo, o teste imunolégico nio
detectou anticorpos em 2 pacientes com diagnostico
comprovado de estrongiloidiase. Um desses pacientes,
por 3 vezes, teve a forma grave da parasitose apds
terapéutica especifica, mesmo sem histdria que pudes-
S€ sugerir recontaminagdo. Apresentava eczema e
conjuntivite cronica, mas os testes imunologicos rea-
lizados nao demonstraram defeitos da resposta imune
celular ou humoral. E provavel, portanto, que este
paciente apresentasse uma deficiéncia imunolégica
especifica contra antigenos do parasita, o que expli-
caria a suscetibilidade de desenvolver formas graves
da estrongiloidiase e a auséncia de anticorpos contra o
mesmo. O outro paciente com teste negativo apresen-
tava a forma assintomatica da doeng¢a, forma clinicana
qual foram detectados os titulos mais baixos de
anticorpos contra o S. stercoralis.

O teste soroldgico imunoenzimatico foi positivo
em 3 controles onde ndo se documentou a presencga de
larvas de S. stercoralis pelo exame parasitolégico de
fezes. Isso poderia ser conseqiiéncia de associagdo
multipla de parasitos, resultando em reagdo cruzada,
pois em nossos controles o titulo mais elevado de
anticorpo foi encontrado em 1 paciente que era
portador de infestagdo parasitaria multipla. Entre-
tanto, ndo pode ser afastada a possibilidade da exis-
téncia de infecgdo pelo S. stercoralis nesses pacientes,
apesar do exame coprologico negativo.

Neste estudo sdo também ralatados 3 casos de
pacientes, com infecgéo pelo S. stercoralis, nos quais
o teste soroldgico foi positivo a despeito da negativi-
dade dos exames coprologicos iniciais, possibilitando
diagnostico e tratamento necessarios. Em um destes
pacientes, ndo se conseguiu demonstrar a presenga de
larvas de S. stercoralis, entretanto, o quadro clinico
sugestivo e grave, associado & completa recuperacio
apos a institui¢do do tratamento especifico, respalda
a confiabilidade do teste sorologico. Nos outros 2
casos, apesar da nido identificagdo do parasita nos
exames iniciais, essa comprovagao foi obtida poste-
riormente devido & insistente procura, motivada pelo
resultado do teste sorologico.

Em resumo, o presente trabalho destaca o valor
do teste sorologico pela técnica imunoenzimitica, no
diagnostico da estrongiloidiase, principalmente nas
formas agudas da doenga ou em situag¢bes onde, a
despeito da auséncia de sintomatologia, eosinofilia
seja documentada no sangue periférico. Embora ainda
sejam necessdrios estudos com maior nimero de
individuos, principalmente do grupo-controle, os re-
sultados iniciais aqui relatados mostram que o teste
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tem uma boa sensibilidade e especificidade e se
constituird um método diagnostico adicional impor-
tante para estrongiloidiase, especialmente na fase
aguda da doenga e em pacientes que apresentam
eosinofilia ndo explicada.

SUMMARY

The detection of antibodies to S. stercoralis
antigen by using the Enzyme Linked Immunosorbent
Assay was evaluated in 27 patients with strongyloi-
diasis diagnosed by demonstration of larvae of S.
stercoralis in the stool. Significant titers of antibody
were observed in 25 (92%) patients. In 17 controls
with or without other parasitic infections, titers were
considered positive in 3 (18%). We also report three
cases in which the diagnosis of strongyloidiais was
initially made only by the serological test. These
observations suggest that documentation of antibody
to S. stercoralis by the ELISA technique may con-
tribute to the diagnosis of strongyloidiasis. In addi-
tion, thetest may be of great value in acute strongyloi-
diasis and in the diagnosis of patients with unex-
plained eosinophilia.

Key-words: Strongyloidiasis. ELISA technique.
Strongyloides stercoralis. Severe strongyloidiasis.
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