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RESUMO

INTRODUCAO: A esquistossomose é uma doenca parasitaria causada por trematodeos do
género Schistosoma. A doenca esta entre as principais doencas tropicais negligenciadas. No
Brasil, a esquistossomose € endémica, distribuindo-se, principalmente, em estados do
Nordeste. O método padrao-ouro para diagnostico da doenca, segundo a Organizacdao Mundial
de Salde, é o Kato-Katz. Porém, a técnica apresenta diminuicdo da sensibilidade em areas de
baixa endemicidade, além da dificuldade de aquisicdo de amostras de fezes em dias diferentes
e alternados e da necessidade de expertise de um profissional para analise das ldaminas. Dentro
desse contexto, outras metodologias tém se apresentado como boas alternativas para o
diagndstico da esquistossomose em dareas de baixa endemicidade, tais como o teste
imunoldgico de POC-CCA e o teste molecular de rt-PCR. OBJETIVO: O presente estudo
visou é avaliar o desempenho do método imunolégico de POC-CCA e o método molecular de
PCR em tempo real para diagndstico da esquistossomose mans6nica em areas de baixa
endemicidade, em relacdo ao padrdo ouro, 0 método parasitologico de Kato-Katz.
MATERIAL E METODOS: Foram avaliados 121 individuos da comunidade rural de
Jenipapo, municipio de Ubaira, Bahia, com faixas etarias entre 2 e 80 anos. Cada individuo
forneceu uma amostra de urina e uma amostra de fezes. Para execucdo do Kato-Katz e PCR
em tempo real, foram utilizadas as amostras de fezes. Para a execu¢do do POC-CCA, foram
utilizadas as amostras de urina. Foram determinadas intensidade de infeccdo e taxas de
prevaléncia e o desempenho diagnéstico foi avaliado através dos pardmetros de sensibilidade,
especificidade e acurécia. O indice Kappa avaliou a concordancia dos resultados entre
observadores do teste rapido de POC-CCA. O método padrdo ouro do estudo é o Kato-Katz.
RESULTADOS: O maior numero de individuos positivos foi encontrado pelo Kato-Katz
(32), seguido pelo POC-CCA (25) e rt-PCR (18). O POC-CCA apresentou um desempenho
mais inconsistente, com sensibilidade de 43,8%, especificidade de 87,6% e acuracia de 76%.
A intensidade de cor da reacdo foi mais forte em individuos com alta e média cargas
parasitarias. J& o rt-PCR apresentou sensibilidade de 56,2%, especificidade de 100% e
acurécia de 88,4%. O indice Kappa demonstrou que houve uma forte concordancia entre 0s
observadores do teste POC-CCA (k=0,94). Segundo os indices de acuracia obtidos, o0 melhor
teste foi o rt-PCR (88,4%). CONCLUSOES: Os resultados demonstram que o método de
Kato-Katz é uma boa técnica a se utilizar para triagem e controle de morbidade. O POC-CCA
apresentou resultados inconsistentes, ndo sendo uma boa alternativa para triagem ou
diagndstico. Houve correlacdo entre a intensidade de carga parasitaria e a intensidade de
coloracdo da reacdo no teste de POC-CCA. O rt-PCR se mostrou uma alternativa viavel,
apesar do alto custo. A associacdo entre o método parasitologico de Kato-Katz e 0 método
molecular de rt-PCR € uma boa alternativa para o controle de transmissao e diagndstico, por
apresentar aumento na sensibilidade, o que pode aprimorar o diagnoéstico em areas de baixa
endemicidade.

Palavras-chave: Schistosoma mansoni; Esquistossomose; Diagnostico; Kato-Katz; POC-
CCA; PCR.
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ABSTRACT

INTRODUCTION: Schistosomiasis is a parasitic disease caused by trematodes of the genus
Schistosoma. The disease is among the top neglected tropical diseases. In Brazil,
schistosomiasis is endemic, being distributed, mainly, in Northeastern states. The gold-
standard method for diagnosing the disease, according to the World Health Organization, is
Kato-Katz. However, the technique shows a decrease in sensitivity in areas of low
endemicity, besides the difficulty of acquiring faecal samples on different and alternating days
and the need for professional expertise to analyze the blades. Within this context, other
methodologies have been presented as good alternatives for the diagnosis of schistosomiasis
in areas of low endemicity, such as the POC-CCA immunological test and the molecular rt-
PCR test. AIM: The present study aimed to evaluate the performance of the POC-CCA
immunological method and the real-time PCR molecular method for the diagnosis of
schistosomiasis mansoni in areas of low endemicity, in relation to the gold standard, the Kato-
Katz parasitological method. MATERIAL AND METHODS: 121 individuals from the rural
community of Jenipapo, Ubaira, Bahia, Brazil, aged between 2 and 80 years, were evaluated.
Each individual provided a urine sample and a stool sample. For the Kato-Katz and real-time
PCR, fecal samples were used. For the implementation of POC-CCA, the urine samples were
used. Infection intensity and prevalence rates were determined and diagnostic performance
was assessed through the parameters of sensitivity, specificity and accuracy. The Kappa index
assessed the agreement of results among observers of the POC-CCA rapid test. The gold
standard method of study is the Kato-Katz. RESULTS: The highest number of positive
individuals was found by Kato-Katz (32), followed by POC-CCA (25) and rt-PCR (18). The
POC-CCA presented a more inconsistent performance, with sensitivity of 43.8%, specificity
of 87.6% and accuracy of 76%. The color intensity of the reaction was stronger in individuals
with high and medium parasitic loads. The rt-PCR showed sensitivity of 56.2%, specificity of
100% and accuracy of 88.4%. The Kappa index showed that there was a strong agreement
among the observers of the POC-CCA test (k = 0.94). According to the accuracy indexes
obtained, the best test was rt-PCR (88.4%). CONCLUSIONS: The results demonstrate that
the Kato-Katz method is a good technique to use for screening and morbidity control. The
POC-CCA presented inconsistent results, not being a good alternative for screening or
diagnosis. There was a correlation between the parasite load intensity and the reaction
staining intensity in the POC-CCA test. The rt-PCR proved to be a viable alternative, despite
the high cost. The association between the Kato-Katz parasitological method and the
molecular method of rt-PCR is a good alternative for the control of transmission and
diagnosis, since it presents an increase in sensitivity, which may improve the diagnosis in
areas of low endemicity.

Keyswords: Schistosoma mansoni; Schistosomiasis; Diagnosis; Kato-Katz; POC-CCA,;
PCR.
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1. INTRODUCAO

1.1 AESQUISTOSSOMOSE

Conhecida como xistose, barriga d’agua ou bilharzia, a esquistossomose € uma doenca
parasitaria tropical, causada por trematddeos do género Schistosoma (SOUSA, 2015). Os
primeiros registros da esquistossomose foram feitos nas bacias dos rios Nilo, na Africa, e
Yangtze, na Asia. A partir destes pontos de origem, disseminou-se para outros continentes,
seguindo os fluxos migratérios (PORDEUS, 2008).

A esquistossomose esta entre as principais doencas tropicais negligenciadas (DTN)
(COLLEY et al, 2013), ocupando a segunda posicdo em importancia, depois da malaria
(CAVALCANTI e PERALTA, 2015). As doengas negligenciadas prevalecem em paises
subdesenvolvidos e favorecem a manutencdo da desigualdade social, representando um
importante problema de Salde Publica. (DECIT, 2010).

Em 1852, Theodor Bilharz fez a primeira descricdo de ovos com a presenca de
espiculas lateral e terminal (PRATA, 2008b). O médico inglés Patrick Manson, em 1902,
observou a presenca de ovos com espicula lateral presentes nas fezes de um individuo que
vivera na india Ocidental (KATZ, 2008). O helmintologista Arthur Looss alegava que 0s 0vos
com espicula lateral eram apenas formas inférteis do Schistosoma haematobium, embora as
observacdes feitas sobre a posicdo das espiculas apontassem para a descoberta de uma nova
espécie de Schistosoma. Em 1904, no Hospital Santa Izabel, em Salvador — Bahia, Piraja da
Silva observou nas fezes de pacientes a presenca de ovos com espicula lateral, com
caracteristicas semelhantes as descritas por Manson (PIRAJA, 1908a). Além disso, a partir de
autopsias realizadas em pacientes com esquistossomose, Piraja da Silva também descreveu
morfologicamente vermes adultos acasalados e observou a presenca de ovos com espicula
lateral no interior da fémea (PIRAJA, 1908b). A descri¢do completa do parasito foi realizada
através de suas observacbes e relatos, descobrindo-se, portanto, uma nova espécie de

Schistosoma.

Diversas especies desse género tém a capacidade de parasitar o homem e apresentam
relevancia médica e epidemioldgica. O Schistosoma japonicum (Katsurada, 1904) causa
formas hepatoesplénica e intestinal da doenca, sendo encontrado apenas na Asia,
principalmente na China e nas Filipinas. A forma urinaria da esquistossomose é causada pelo

Schistosoma haematobium (Bilharz, 1851), o qual é encontrado na Africa e na Peninsula
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Arébica. As espécies Schistosoma intercalatum (Fisher, 1934) e Schistosoma mekongi (Voge,
Bruckner e Bruce, 1978) causam a esquistossomose intestinal e possuem relevancia médica
nos paises da Africa Central e Sudoeste Asiatico. A Gnica espécie encontrada no Brasil é o
Schistosoma mansoni, responsavel pela esquistossomose mansonica hepatica e intestinal. Esta
espécie também pode ser encontrada em outros paises da América do Sul, Peninsula Arabica e
Africa (KATZ; ALMEIDA, 2003; GRYSEELS, 2012).

Atualmente, a esquistossomose € encontrada em 72 paises em todos 0s continentes e é
uma doenca endémica em, pelo menos, 52 deles (FREITAS et al, 2016). E considerada a
segunda doenca parasitaria com maior prevaléncia e a terceira com maiores impactos
socioeconémicos e de saude publica (JONG, 2012; ELBAZ, 2013; CDC, 2016).

1.2 EPIDEMIOLOGIA NO MUNDO E NO BRASIL

A esquistossomose mata mais de 100.000 pessoas por ano, com a maioria dos casos
ocorrendo na Africa, no Mediterraneo Oriental e nas Américas (McADAM; SHARPE, 2010;
ROLLEMBERG et al, 2010). Estima-se que cerca de 700 milhdes de pessoas vivem em
regides endémicas, sob risco de se infectar, e que 240 milhdes séo afetadas pela doenca em
todo o mundo (STEINMANN et al. 2006; WHO, 2016). Contabilizam-se, ainda, cerca de
280.000 Abbitos por ano, devido ao parasitismo e suas complicacdes (VAN DER WERF et al,
2003). A Figura 1 apresenta a distribuicdo da esquistossomose no mundo, considerando-se a
prevaléncia da doenca.
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Figura 1: Mapa de distribuicdo mundial da esquistossomose, segundo a prevaléncia
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Fonte: WHO, 2012.

Nas Ameéricas, Brasil, Suriname e Venezuela sdo considerados endémicos para a
esquistossomose mansénica, com elevadas taxas de transmissdo, visto que a doenca se
estabelece em regiGes onde o saneamento basico € ausente ou inadequado, permitindo que as
formas infectantes do parasito encontrem colecGes hidricas e infectem o homem pela mucosa
ou pele integra (BARBOSA et al, 1996). O Brasil possui 95% dos casos e estima-se que cerca

de 7 milhdes de pessoas estejam infectadas pelo S. mansoni (ROLLINSON et al, 2013).

No Brasil, estima-se que 30 milhdes de pessoas vivam em areas de risco (WHO, 2010;
SARVEL et al, 2011; LEAL, et al, 2012). As taxas e a intensidade da infeccdo sofrem
influéncias dentro de grupos populacionais, de acordo com seus padrdes de contato com a
agua, da imunidade adquirida e dos fatores comportamentais, profissionais, culturais e
religiosos (SOUSA, 2015). Devido ao grande nimero de pessoas afetadas e aos constantes
deslocamentos da populagdo por motivos diversos, os portadores séo diagnosticados em todo
0 Brasil (TELES, 2005). Em 19 estados do Brasil pode ser observada a transmissdo da
esquistossomose (BRASIL, 2014).
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A transmissdo da doenca € de baixa intensidade nos estados do Para, Maranh&o, Piaui,
Ceara, Rio de Janeiro, S&o Paulo, Santa Catarina, Parana, Rio Grande do Sul, Goiés e Distrito
Federal (Figura 2). Ja as areas endémicas estdo localizadas na regido Sudeste (Espirito Santo e
Minas Gerais) e na regido Nordeste (Alagoas, Pernambuco, Sergipe, Rio Grande do Norte,
Bahia e Paraiba) (KATZ, 2018).

Figura 2: Distribuicho da esquistossomose no Brasil, segundo o INPEG 2010/2015.
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Fonte: KATZ, 2018.

A transmissdo da esquistossomose ¢é favorecida por diversos fatores: cronicidade da
doenga, fazendo com os individuos ndo procurem centros meédicos para diagnostico e
tratamento; grande quantidade de ovos eliminados pelas fémeas diariamente (média de 300

ovos/dia); vermes adultos com longevidade e continua manutengdo da capacidade reprodutiva
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ao longo de décadas; e persisténcia de precérias condi¢fes de saneamento bésico, tanto na
zona rural quanto na periferia dos grandes centros urbanos, possibilitando a contaminacéo das
colecdes d’agua (BRASIL, 2014).

A Bahia é o segundo estado com maior area endémica. Dos 417 municipios, 167,
incluindo a cidade de Salvador, séo considerados endémicos para a esquistossomose (DIVEP-
SUVISA, 2018). A prevaléncia da doenca no estado é de 5,4% (BRASIL, 2011). A Figura 3
mostra a distribui¢cdo dos municipios baianos segundo grau de risco de transmissédo da doenga.

Figura 3: Distribuicdo da esquistossomose de acordo com o grau de risco para transmissdo da esquistossomose,
no estado da Bahia.
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Fonte: Ministério da Saude, 2018.

1.3 CICLO BIOLOGICO DO PARASITA

O ciclo biol6gico do S. mansoni é classificado como heteroxénico, ocorrendo com

reproducdo sexuada no hospedeiro definitivo (principalmente o homem) e com reproducéo
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assexuada no hospedeiro intermediario (caramujo do género Biomphalaria), alternadamente
(LEWIS; TUCKER, 2014).

A transmissdo da esquistossomose nos humanos ocorre pelo contato com colegdes
hidricas contendo caramujos infectados pelo parasito. (CHISTULO; LOVERDE; ENGELS,
2004; MANDELL; BENNETT; DOLIN, 2014). As etapas evolutivas consistem em ovo,
miracidio, esporocisto, cercaria, esquistossomulo e verme adulto. O ciclo evolutivo do

parasito se completa em torno de 80 dias, em condicdes favoraveis (REY, 1991).

O ciclo biolégico do S. mansoni (Figura 4) se inicia quando as fezes dos individuos
infectados, contendo ovos maduros com presenca do parasito, entram em contato com a agua.
Na agua, os ovos eclodem e liberam larvas ciliadas, denominadas miracidios. Os miracidios
sdo estimulados por fototropismo e termotropismo a deixarem 0s ovos maduros. Consistem o
primeiro estagio de vida livre do Schistosoma. Os miracidios se movimentam ativamente na
agua por um periodo de 6 a 12 horas, e penetram nos caramujos, processo que dura de 10 a 15
minutos. Ao penetrar nos moluscos, o miracidio perde parte de suas estruturas (GRYSEELS
et al, 2006; INOBAYA et al, 2014).

As células remanescentes se reorganizam e, em 48 horas, transformam-se em um saco
alongado, repleto de células germinativas, denominado esporocisto (GOMES, 2008).
Sofrendo diferenciacdo, as células germinativas formam esporocistos secundarios, os quais
migram para as regides do hepatopancreas e do ovotéstis dos moluscos (Rey, 1991), levando a
formacdo das cercarias apds, aproximadamente, 4 a 6 semanas da penetracdo do miracidio
(GRYSEELS et al, 2006; INOBAYA et al, 2014).

A cercaria € uma larva com corpo e cauda, pode sobreviver até 72 horas no ambiente
aquatico. Ela é liberada na agua por meio de vesiculas formadas no tegumento do caramujo e
representa a forma infectante para o hospedeiro definitivo. Na agua, as cercéarias apresentam
fototropismo positivo, ficando na superficie, em busca do hospedeiro definitivo (GRYSEELS,
2006). A penetracdo no hospedeiro definitivo através das mucosas e pele é consumada pela
acao litica e pela acdo mecanica, devido aos movimentos intensos das larvas. Ao atravessar a
pele, a cercaria perde a cauda e passa a esquistossdmulo, reorganizando o seu tegumento. Ela
possui gquimiotropismo por alguns acidos graxos, como o acido linoleico, assim como 0s
miracidios (REY, 1991).
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Os esquistossdbmulos sdo adaptados ao meio interno isoténico do hospedeiro e
penetram em seus vasos sanguineos ou vasos linfaticos, sendo transportados em direcdo aos
pulmdes por via sanguinea ou transtissular (INGRAM et al, 2003). Apés 17 dias, 0s
esquistossomulos chegam ao figado, onde ocorrerd o desenvolvimento dos vermes e inicio da
ovoposicao (LENZI et al, 2008). Em 40 dias, a presenca de ovos nas fezes ja pode ser
detectada (REY, 1991). Um verme vive, em média, 3 a 5 anos, podendo atingir até 30 anos
(GRYSEELS, 2006). A fémea do S. mansoni pode liberar até 300 ovos por dia, parte dos
quais fica retida na parede intestinal ou nos pequenos espacos da veia porta. A outra é
eliminada nas fezes (LENZI et al, 2008).

Figura 4: Ciclo biolégico do Schistosoma mansoni.
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Fonte: Carvalho et al, 2008.
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1.4 ASPECTOS CLINICOS DA ESQUISTOSSOMOSE

As manifestaces clinicas da esquistossomose mansonica estdo diretamente associadas
a intensidade de infeccdo. Na fase aguda, ndo sdo encontrados ovos nas fezes. Esta fase,
normalmente conhecida como fase aguda pre-postural ou dermatite cercariana, apresenta
manifestacOes decorrentes da reacdo de hipersenbilidade a penetracdo das cercarias, como
prurido cutaneo, edema e eritema. Inicia-se entre 24 e 72 horas ap0s a penetracdo cercariana.
Na maioria dos casos, a fase aguda é assintomatica, principalmente em individuos residentes
em areas endémicas (JAUREGUIBERRY; PARIS; CAUMES, 2010).

A evolugdo da esquistossomose mansonica para a forma cronica induz uma reagédo
inflamatdria do tipo granulomatosa, decorrente da resposta imune as enzimas proteoliticas e
aos produtos da excrecdo e secrecdo liberados pelos miracidios presentes em ovos retidos nos
tecidos. As formas clinicas também variam nessa fase, podendo ser cronica discreta, com as
formas hepatointestinal e intestinal, ou crbnica avancada ou grave, com a forma
hepatoesplénica (GRYSEELS; STRICKLAND et al, 2013).

A forma intestinal apresenta manifestacbes como presenca de diarreia,
emagrecimento, dores abdominais e perda de apetite. Ja a forma hepatointestinal, apresenta
discreta hepatomegalia, principalmente no lobo esquerdo do figado (VITORINO et al, 2012).
A forma hepatoesplénica é caracterizada pela fibrose hepatica periportal (fibrose de
Symmers), com obstrugdo do sistema da veia porta, podendo vir acompanhada de lesdes
obstrutivas e destrutivas. Também pode ser observada presenca de varizes no esofago e

hipertensdo portal associada a esplenomegalia (PRATA; COURA et al, 2008).

Grande parte dos individuos infectados se encontra nas formas clinicas discretas,
caracterizadas pela presenca de ovos viaveis nas fezes, podendo ser assintomaticos ou com
sintomas inespecificos e discretos. O estudo de Silva e colaboradores, em 2018, demonstrou
que individuos assintomaticos apresentaram alteracGes discretas de enzimas hepaticas,

resultando em funcéo hepatica pouco discretamente alterada (SILVA et al, 2018).

Além das formas clinicas ja apresentadas anteriormente, a esquistossomose mansoénica
pode ter formas ectopicas, que ocorrem quando o parasita se estabelece em regides atipicas
(fora do sistema porta-hepatico) (ANDRADE, 2008). A neuroesquistossomose € considerada

como a forma mais grave, com presenca de ovos de S. mansoni ou pela deposicdo de
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complexos imunes, levando ao comprometimento do sistema nervoso (FERRARI, 2008;
ANDRADE FILHO et al, 2015).

1.5 DIAGNOSTICO

Os metodos diagndsticos para esquistossomose podem ser classificados em quatros
categorias: métodos de deteccdo direta, métodos de deteccdo indireta, métodos qualitativos e
métodos quantitativos. Os métodos de deteccdo direta verificam a presenca de ovos,
fragmentos ou do parasito. Os métodos de deteccdo indireta identificam a presenca do
parasito através de marcadores bioquimicos, clinicos ou imunoldgicos. Os métodos
qualitativos identificam os tipos de parasitos e sdo classificados como positivo (presenca do
parasito) ou negativo (auséncia do parasito). J& os métodos quantitativos identificam a
presenca do parasito e determinam o nimero de ovos por gramas de fezes, possibilitando que
se estime a carga parasitaria (FERREIRA, 2016). O diagnéstico da esquistossomose €
realizado através da identificacdo de ovos do Schistosoma mansoni em fezes por meio dos
exames parasitolégicos (EPF) ou por bidpsia retal. O método considerado como padrdo ouro
pelo Ministério da Salde do Brasil e pela Organizacdo Mundial de Salde é o Kato-Katz
(BARBOSA et al, 2017).

1.5.1 Métodos Parasitoldgicos

No geral, os métodos parasitologicos de fezes baseiam-se em verificacdes
macroscopicas e microscépicas. Na analise macroscépica, observa-se a consisténcia e odor
fecais, bem como a presenca de sangue ou fragmentos do parasito. Ja na analise microscopica,
observa-se a presenca de ovos ou larvas dos parasitos eliminados nas fezes (OLIVEIRA,
2015). Os métodos parasitoldgicos podem ainda ser divididos em qualitativos e quantitativos
(Quadro 1).



Quadro 1: Exames parasitoldgicos para diagnostico da esquistossomose mansonica.

Meétodos qualitativos

Meétodos quantitativos

Meétodo de sedimentacio espontanea (HPT)
Meétodo flutuacdo

Meétodo de centrifugaciio em éter sulfiirico
Método Centrifugo-sedimentagio (MIFC)

Reacdo peri-ovular

Método Kato-Katz
Método de eclosio de miracidios
Gradiente salinico

Helmintex

Fonte: FERREIRA, 2016.
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As técnicas qualitativas detectam a presenca de ovos do parasito nas fezes (Siqueira,

2015). Dentre eles estdo os métodos de sedimentacdo espontdnea ou HPJ (Lutz, 1919;

modificado por Hoffmann et al, 1934) e o centrifugo-sedimentacdo (MIFC) ou Método de

Blagg (BLAGG et al, 1955). Todos eles possibilitam a investigacdo de varios parasitas

intestinais e sdo amplamente utilizados na rotina laboratorial, em fun¢do do baixo custo e

simplicidade operacional. J& as técnicas quantitativas determinam a quantidade de ovos

eliminados por grama de fezes, possibilitando estimar a intensidade da carga parasitaria do
hospedeiro (Quadro 2) (Oliveira, 2015; Siqueira, 2015). A técnica de Kato-Katz (Katz et al,
1972), a técnica de eclosdo de miracidios (Zicker et al, 1977; Jurberg et al, 2008), Gradiente

Salino (Coelho et al, 2009) e Helmitex (Teixeira et al, 2007) s&o classificadas como

quantitativas.

Quadro 2:. Classificacdo da intensidade de infec¢do por S. mansoni, com base no nimero de ovos eliminados

por grama de fezes.

Intensidade da Numero de ovos de 8. mansoni eliminados por grama
Infeccao de fezes
Leve ou Baixa 1-99
Moderada ou Média 100 — 399
Intensa ou Alta =400

Fonte: WHO, 2012.
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1.5.1.1 Kato-Katz

A técnica de Kato e Miura (1954) tornou-se conhecida internacionalmente em 1966.
Foi modificada em 1972 por Katz et al, passando a se denominar método de Kato-Katz. Eles
simplificaram a técnica, substituindo a pesagem das fezes com balanca por um cartdo com

orificio central de 6 mm de didmetro, padronizando a quantidade de fezes a ser examinada (42

maQ).

Esta metodologia permite identificar e quantificar os ovos de Schistosoma mansoni
nas fezes. A presenca de um unico ovo confirma um quadro de doenga ativa; a auséncia de
ovos, porém, ndo exclui a infec¢do. Portanto, o resultado negativo ndo significa auséncia de
infeccdo (CHIEFFI e KANAMURA, 1978).

O método de Kato-Katz é largamente utilizado pelo baixo custo operacional e
viabilidade em situacdes de infraestrutura laboratorial precaria (RABELLO, 1997). Além
disso, ndo utiliza reagentes toxicos e é de simples execucdo (EBRAHIM et al, 1997). No
entanto, a técnica com uma Unica amostra de fezes, particularmente em regides onde o0s
individuos foram submetidos a tratamento quimioterapico ou areas de baixa endemicidade,
pode subestimar a prevaléncia e intensidade da infecgdo, enquanto as taxas de cura podem ser
superestimadas (DE VLAS, 1992; UTZINGER et al, 2001). Sendo assim, 0 método de Kato-
Katz é capaz de diagnosticar, eficazmente, infeccbes moderadas e intensas, 0 que ndo ocorre
quando ha uma reduzida eliminagdo de ovos, como nas infecgdes com baixa carga parasitaria
(DE VLAS; GRYSEELS, 1992).

1.5.2 Métodos Imunologicos

Os métodos imunoldgicos detectam anticorpos ou antigenos circulantes e tém se
mostrado eficazes na triagem de individuos infectados com baixa intensidade de infeccédo ou
com infeccBes cronicas, as quais limitam o diagndstico por métodos coproscopicos (CHIEFFI
e KANAMURA, 1978). Além disso, os métodos imunolégicos também agilizam o diagnéstico da
doenga, ja que os parasitologicos seguem metodologias laboriosas (VAN LIESHOUT et al, 2000;
DOENHOFF et al, 2004).

Os métodos imunoldgicos podem ser classificados como diretos e indiretos. Os diretos sdo
capazes de identificar antigenos circulantes especificos. Ja os indiretos sdo capazes de detectar

anticorpos produzidos contra o parasito (DE JONGE et al, 1991). Durante varios estagios do ciclo
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de vida do parasito sdo produzidos antigenos circulantes, classificados de acordo com o estagio
evolutivo do parasito: antigeno cercariano (Abdel-Hafez et al, 1983), do ovo (Ripert et al, 1988;
Hassan et al, 1992; Nour El Din, 1994) e antigenos associados ao intestino do verme adulto
(QIAN E DEELDER, 1982; DEELDER et al, 1994). Estes sao os antigenos identificados pelos
métodos diretos. J& para a deteccdo de anticorpos, preparaces antigénicas sdo produzidas em
diferentes estagios evolutivos do parasito. Os antigenos mais usados séo SWAP (soluble worm
antigen preparation), provenientes de vermes adultos e SEA (soluble eggs antigen), que sdo
antigenos solUveis dos ovos. Dentre os testes imunoldgicos comercialmente disponiveis, podem
ser encontrados Kits de ELISA e kits de reacdo de hemaglutinacdo indireta para deteccdo de
anticorpos anti-S. mansoni. Os ensaios para detec¢cdo de anticorpos e antigenos sdo estratégias

promissoras complementares ao exame parasitologico.

1.5.2.1 Teste Répido: POC-CCA (point-of-care circulating cathodic antigen)

A liberacdo de antigenos na circulacdo do hospedeiro ocorre através da regurgitacao
de contetidos nao digeridos do intestino do verme, jA que o S. mansoni possui sistema
digestdrio incompleto (cavidade digestiva ligada a apenas um orificio de saida). Sendo assim,
o verme utiliza a ventosa oral para alimentacdo e eliminacao de residuos (HOCKLEY, 1973).
Os dois principais antigenos associados ao intestino do Schistosoma sdo o antigeno catddico

circulante (CCA) e antigeno anddico circulante (CAA).

O POC-CCA é um método de imunodiagndstico que detecta o antigeno circulante
especifico CCA (DEELDER et al., 1994), em amostras de urina (Rapid Medical Diagnostics,
Pretoria, Africa do Sul). E um teste imunocromatogréafico composto por uma membrana de
nitrocelulose, com um conjugado de carbono coloidal do anticorpo monoclonal especifico
para CCA. O principio do teste rapido foi desenvolvido por Van Etten e colaboradores, em
1994, e posteriormente reproduzido por Van Dam et al, em 2004. E um teste de
imunocromatografia, que utiliza combinacdo de dois anticorpos monoclonais anti-CCA,

identificados por Deelder e colaboradores, em 1989.

O antigeno catddico circulante (CCA) é um polissacarideo carregado positivamente
pela imunoeletroforese, estavel ao calor e de baixo peso molecular. Ele foi demonstrado em
soro e urina de camundongos infectados em produtos excretados e secretados pelo verme
adulto (DEELDER et al, 1976). O CCA ja foi encontrado também em diferentes tecidos e
amostras clinicas: soro e urina (Berggren et al, 1967; Gold et al, 1969; Carlier et al, 1975;
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Deelder et al, 1976); leite (Santoro et al, 1977); rim, figado e baco (Deelder et al, 1980;
Deelder et al, 1985; Sobh et al, 1987). No entanto, verificou-se que, embora presente no soro,
0 CCA é melhor detectado na urina e que a sua concentracdo diminui rapidamente apos
tratamento quimioterapico (Van't Wout et al, 1992; Van Lieshout et al, 1993). Logo, o teste
vem apresentando-se como alternativa diagndstica de infecgdes ativas causadas por S.
mansoni, S. haematobium e S. japonicum (Deelder et al, 1989; De Jonge et al, 1991; Van
Etten et, 1994). No entanto, a acuracia diagndstica varia de acordo com a prevaléncia e a

intensidade de infec¢éo.
O cassete plastico para realizagédo do teste é dividido em trés areas (Figura 5):

e Areadaamostra (A): onde se aplica a amostra.
e Linha T: contém os antigenos fixados a membrana de nitrocelulose, onde se
obtém o resultado da amostra testada.

e Linha C: area de controle da reacdo e que permite validacéo do teste.

Figura 5: Desenho esquematico do POC-CCA.

== ——> Linha C (controle)

== ——> Linha T (teste)

——> Area da amostra ()

Fonte: autora.



29

A amostra é adicionada ao poco (&rea da amostra) e migra ao longo da fita de
nitrocelulose por capilaridade, percorrendo o cassete, onde o complexo antigeno-anticorpo se
liga ao anticorpo monoclonal imobilizado na banda do teste. Para validacao do teste, a linha C
deve apresentar uma banda de cor avermelhada. Caso a banda ndo apareca, o teste €
considerado invalido e deve ser repetido. Nos casos de testes positivos, o teste apresentara
duas bandas avermelhadas: uma na linha C e outra na linha T. Os testes validados s&o, entdo,
classificados como positivo ou negativo (Figura 6), sendo possivel a categorizacdo da

intensidade de infec¢do em fraca ou forte, conforme intensidade da reacao.

Figura 6: Desenho esquematico do POC-CCA, evidenciando as rea¢des em testes positivo e negativo.

RESULTADO POSITIVO RESULTADO NEGATIVO
i R
== ——> (Controle == ——> Controle
==  ——> Teste —> Teste
| N \___

Fonte: autora.

Sendo considerado um método menos constrangedor do que 0s métodos
coproscopicos, 0 POC-CCA apresenta diversas vantagens: facilidade de execucdo, economia
de custos e diagnostico rapido com resultados disponiveis em 20 minutos (BROOKER et al,
2005; RICHARDS et al, 2006). O teste tem apresentado uma satisfatoria captura de antigeno,

principalmente em pacientes com alta e moderada infeccdes (ADRIKO et al, 2014).
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1.5.3 Meétodos Moleculares

Desde o seu surgimento, em 1985 (Saiki et al, 1985), a reacdo em cadeia de
polimerase (PCR) tem se apresentado como uma importante ferramenta para diagnostico de
doencas infecciosas e parasitarias. Sua importancia se acentuou, principalmente, em casos de
infecges leves, nas quais uma técnica com alto grau de sensibilidade e especificidade é
necessaria para um diagnostico preciso. A PCR permite amplificacdo de sequéncias de DNA
ou RNA de agentes infecciosos, copiando-as em larga escala e de maneira especifica.

A amplificacdo gera produtos em progressao geométrica, de modo a produzir mais de
um milhdo de cépias do DNA alvo. Isso permite que, a partir de uma quantidade minima de
DNA alvo, possam ser geradas grandes quantidades de sequéncias amplificadas (TAYLOR et
al, 1993; MELO, 2006).

A possibilidade de amplificacdo e deteccdo de acidos nucleicos levou a mudangas nos
métodos laboratoriais convencionais baseados em expressdo fenotipica de antigenos ou
produtos bioquimicos (GOMES et al, 2006), confirmando o valor dos métodos moleculares
para a analise genética e diagnostico de varias doengas infecciosas (ABATH et al, 2006).

Os estudos moleculares séo responsaveis por grande parte dos avangos da pesquisa em
esquistossomose. O prognostico para as descobertas através desses métodos € promissor,
sendo as limitagdes, principalmente, de carater técnico (WILSON, 2006). Os estudos
gendmicos e pds-gendmicos contribuem enormemente com informacGes para a descoberta de
novos alvos para drogas e vacinas, além de fun¢bes imunomoduladoras que podem ser

utilizadas no desenvolvimento de novos agentes anti-esquistossdmicos (HOKKE et al., 2007).

1.5.3.1 PCR em Tempo Real

A PCR (Polimerase Chain Reaction) em tempo real (rt-PCR) é uma tecnologia de
exceléncia no campo do diagnostico molecular, que consiste na monitoracdo da reagdo e
quantificacdo em tempo real de DNA amplificado a cada ciclo, tendo capacidade de detectar e
mensurar quantidades minimas de acidos nucléicos em amostras de origens variadas. Higuchi

et al (1993) foram pioneiros na analise da cinética da reacdo de PCR através da construcéo de
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um sistema que detectava produtos de PCR no momento em que eram gerados, utilizando

tecnologia de fluorescéncia.

O produto gerado é monitorado através do acompanhamento da fluorescéncia de
corantes e sondas. Corantes assimétricos de cianina como o SYBR Green, o qual apresenta
seletividade, alta sensibilidade por fita dupla de DNA, capacidade de fluorescéncia quando
excitado com luz ultravioleta, além de estabilidade térmica, tornou possivel o
acompanhamento do processo em tempo real (ZIPPER et al, 2004). O sinal do composto
fluorescente é detectado por um laser presente no termociclador. Com o acimulo de produtos
gerados na PCR, o sinal emitido cresce exponencialmente (KUBISTA et al, 2005), criando

uma curva dividida em trés fases: exponencial, crescimento linear e estacionaria (Figura 7).

Figura 7: Representacdo esquematica das 3 fases que constituem a PCR em tempo real.

1.0
Fase Estacionana
0.8 -
Fase Linear
0.6 =
0.4 -
Fase Exponencial

0.2 1 1 1 1

0 10 20 30 40

Fonte: autora.

Considerando a elevada eficiéncia, a fase exponencial é tida como a melhor para o
estudo da reacdo, dada a relagdo entre a quantidade de produto amplificado e 0 DNA inicial.

Com a diminuicdo da disponibilidade de reagentes, verifica-se na fase de crescimento linear
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um decréscimo na eficiéncia e obtém-se producdo linear e aumento da fluorescéncia. Na
ultima fase, a estacionaria, devido ao esgotamento dos reagentes utilizados nas fases
anteriores, observa-se uma estagnacdo da reacdo, formando um platd (COBLE et al, 2004;
BUTLER,2005).

Para andlise dos resultados, é necessario a definicdo de alguns conceitos. A Baseline
consiste no limiar de deteccdo de fluorescéncia do aparelho, funcdo linear que serve para
eliminar o “ruido de fundo”. O Threshold é o ponto de partida a partir do qual a fluorescéncia
detectada ultrapassa o limiar da fase exponencial, sendo definido arbitrariamente pelo
software em funcéo da baseline. O Cycle Threshold (Ct) é o valor relativo aos ciclos em qua a
curva de amplificacdo ulttrapassa o limiar determinado. O valor de Ct depende do nimero de
moléculas de DNA disponiveis para a amplificacdo, significando que quanto maior o nimero
de moléculas iniciais, maior serd o nimero de ciclos (Ct) necessarios para que seja gerado um
maior exponencial do sinal de fluorescéncia (Rn) (DORAK, 2006; HEID et al, 1996)

Apesar de ser uma modalidade recente na biologia molecular, a rt-PCR apresenta
importantes vantagens quando comparada comparada com a PCR convencional:
sensibilidade, a0 menos, 1000 vezes superior aos ensaios de hibridizagdo e PCR; evidente
diminuicdo do risco de contaminagdo por ndao ser necessario a manipulacdo de produtos de
PCR para visualizacdo em corrida eletroforética em gel; e quantificacdo como uma importante
propriedade, principalmente quando utilizada para o diagnostico de doencas e para
caracterizacdo do risco de infectividade dos focos de transmissdo e carga parasitaria do
hospedeiro (ABATH, 2006b; GOMES et al., 2006; WONG; MEDRANO, 2005)
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2. JUSTIFICATIVA E HIPOTESE

O método de Kato-Katz é o mais utilizado para diagndstico da esquistossomose
(GRYSEELS, 2012). A técnica apresenta diversas vantagens: baixo custo, possibilidade de
ser realizada em um laboratorio com infraestrutura basica, ndo apresentar resultados falso-
positivos e fornecimento de informacBes béasicas sobre a prevaléncia e a intensidade da
infecgdo. Porém, apresenta como limitagdo a baixa sensibilidade, especialmente em &reas de
baixa endemicidade e em infecgBes com baixa carga parasitéria, ja que depende diretamente
da quantidade de ovos eliminados pelo portador (UTZINGER et al, 2001). Além disso,
também compromete a estimativa da prevaléncia real da doenca, € um método laborioso e que
necessita do treinamento e da expertise dos profissionais que fardo a leitura das laminas. Essas
limitagOes podem ser, parcialmente, compensadas com a utilizagdo de um maior volume do
material fecal ou coleta de mais de uma amostra por pessoa, em dias consecutivos. Entretanto,
estas alternativas aumentam os custos operacionais do método parasitoldgico e dificultam a
logistica do processo (TELES et al, 2003). Dentro deste contexto, outras metodologias tém se
apresentado como alternativas para o diagnéstico da esquistossomose em areas de baixa
endemicidade, tais como o POC-CCA e o rt-PCR.

O método de imunodiagndstico de POC-CCA detecta o antigeno circulante especifico
CCA, uma glicoproteina derivada do epitélio intestinal do parasita (DEELDER et al, 1994).
Tal sistema combina o diagnostico rapido com um menor manuseio das amostras, reduzindo
tempo, custo e eventuais erros (OUELLETTE et al, 2009).

Ja a técnica molecular baseada na PCR, relatada para o diagnéstico de varios
patdgenos infectantes, é considerada como ferramenta complementar no diagnéstico da
esquistossomose (UTZINGER, 2001). O diagnostico baseado na técnica de rt-PCR tem
demonstrado altas sensibilidade e especificidade e pode ser utilizada para deteccdo de DNA
de S. mansoni nas fezes (PONTES et al,2002), soro (TEN HOVE et al, 2008) e, recentemente,
em plasma (WICHMANN et al, 2009) e urina (SANDOVAL et al, 2006).

Pesquisas visando o aprimoramento de metodologias em uso, em fase de validacdo ou
desenvolvimento, tornam-se vitais, considerando a sensibilidade limitada apresentada pelas
técnicas parasitoldgicas em casos de baixa carga parasitaria. O controle da esquistossomose
mansénica em areas endémicas ou em pequenos grupos populacionais, a prevaléncia estimada

da infecgéo, o tamanho populacional, a disponibilidade da infraestrutura e recursos e métodos
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diagndsticos com alta sensibilidade e alta especificidade séo fatores levados em considerago
para escolha de um método a ser utilizado, tanto quanto o custo financeiro.

Dessa forma, o presente trabalho pretende avaliar as técnicas diagnosticas propostas
pelo estudo, para determinar o potencial de aplicacdo de cada uma delas, baseado na premissa
de que todo método diagnostico deve ser submetido a padronizacdo e validacdo, para que
cumpra satisfatoriamente a sua funcdo essencial de auxiliar na orientacdo, planejamento e

desenvolvimento de acGes e controle da esquistossomose.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

3.1.1 Avaliar o desempenho dos métodos de POC-CCA e PCR em tempo real para
diagndstico da infecgdo por Schistosoma mansoni.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

3.2.1 Identificar individuos positivos e negativos para Schistosoma mansoni numa area
de baixa endemicidade através da utilizacdo do método parasitoldgico de Kato-Katz.

3.2.2 Determinar a acuracia do POC-CCA e do PCR em tempo real frente ao padréo-
ouro Kato-Katz.

3.2.3 Comparar o desempenho dos métodos POC-CCA e PCR em tempo real para
diagnostico da esquistossomose mansoénica.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 AREA DE ESTUDO

O municipio de Ubaira (13°15°22”S / 39°39°46”) esta localizado no Vale do Jiquirica,
regido Centro-leste do estado da Bahia, no Nordeste do Brasil (Figura 8). O municipio
apresenta area territorial de 659.138 km?2 e possui 19.914 habitantes (IBGE, 2010). A
agricultura é a principal atividade econémica do municipio, com as lavouras de cacau, cafe,
mandioca e cereal e cultivo de hortifrutigranjeiro. A pecuaria também vem se desenvolvendo,

tornando-se uma importante atividade econdmica da regido.

Figura 8: Localizagdo geogréafica da area de estudo, destacando o municipio de Ubaira.

Brasil

Ubaira

Fonte: autora.
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O estudo foi realizado em uma comunidade desse municipio: Jenipapo. Composta por
vales ingremes, rios e colinas, a comunidade de Jenipapo tem como principal atividade
econdmica a criacdo de gado e outros animais (BLANTON et al, 2011). Em Jenipapo, existe
uma clinica do Programa de Saude da Familia, com uma equipe composta por um médico, um
dentista e uma enfermeira. Também possui escolas primarias e secundérias, frequentadas

pelos habitantes da comunidade e de comunidades proximas.

Em 2009, foi iniciado, no municipio de Ubaira, o projeto “A Influéncia da Ecologia
Local nas Doengas Transmitidas pela Agua”, no qual se buscava investigar casos de diarreia e
esquistossomose. Foi realizado um censo para todos os agregados familiares no inicio do
estudo e todos os residentes de Ubaira, com excecdo das criangas menores de 1 (um) ano de
idade, foram convidados a participar do projeto. Os participantes ou responsaveis
responderam um breve questionario sobre caracteristicas demogréaficas e tratamento prévio
para parasitas e assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido para participacdo do
projeto. Foi solicitado aos participantes trés amostras de fezes em dias consecutivos, dentro da
mesma semana, para realizagcdo do Kato-Katz. Dessa forma, constatou-se que a comunidade
de Jenipapo apresentava alta prevaléncia de infeccdo por S. mansoni. O projeto continua
sendo desenvolvido na regido, com acompanhamento e tratamento dos participantes, 0s quais

totalizam 462 pessoas.

4.2 POPULACAO DE ESTUDO

Para o presente estudo, o qual se define como ensaio clinico de fase Il, dentre os 462
participantes do projeto, foram selecionados 199 individuos, por randomizacgdo. Os individuos
selecionados apresentaram resultados negativos e positivos para S. mansoni, determinado pelo
método parasitologico de Kato-Katz, numa proporcéo de 2:1, respectivamente. Dentre os 199
individuos participantes, 53,9% sdo homens 46,1% sdo mulheres. A média de faixa etaria dos
participantes foi de 31,8 para os homens e de 26,3 para as mulheres. As taxas se mantém
muito semelhantes tanto nos casos de pacientes com resultados positivos como nos de

resultados negativos (Figura 9).
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Figura 9: Fluxograma das etapas envolvidas na selecdo da populacéo de estudo.

— Total de participantes =462

t |

*— Individuos selecionados por randomizacdao = 199

| '

Pacientes com resultados positivos = 59 Pacientes com resultados negativos=140
Homens (54,23%) Homens (53,57%)
Média etaria masculina (32,6 anos) Média etaria masculina (31anos)
\ Mulheres (45,77%) \_ Mulheres (46,43%)
Média etdria feminina (24,6 anos) T Média etaria feminina (28,1anos)

Fonte: autora.

Critérios de inclusdo: foram incluidos no estudo os moradores da comunidade supracitada,
selecionados para o estudo, com idade superior a 1 ano de idade, de ambos 0s sexos e que

tenham fornecido 4 amostras de fezes e uma amostra de urina.

Critérios de nado inclusdo: ndo foram incluidos no estudo os individuos que ndo residem na
comunidade supracitada, menores de 1 ano de idade e que ndo tenham entregado nenhuma das

amostras requisitadas ou apenas um dos dois tipos de amostras solicitadas (fezes e urina).

4.3 CONSIDERACOES ETICAS

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Fundagdo Oswaldo Cruz,

de Salvador, Bahia. Os individuos selecionados consentiram em participar do estudo,



39

assinando o Termo de Consentimento Livre Esclarecido (TCLE). Os menores de 18 anos
tiveram sua participacdo consentida pelos pais ou responsaveis, 0s quais também assinaram o
termo. O TCLE foi escrito em linguagem simples e de facil entendimento, com descri¢des

resumidas da metodologia da pesquisa e 0s riscos e beneficios provenientes desse estudo.

4.4 COLETA E CONSERVACAO DAS AMOSTRAS

Para realizacdo do Kato-Katz, foram coletadas 3 amostras de fezes, em dias
consecutivos, dentro da mesma semana. Para realizagcdo do POC-CCA e PCR em tempo real,
foram coletadas mais 1 (uma) amostra de fezes e 1 (uma) amostra de urina de cada
participante, em frascos coletores estéreis, recolhidas em Ubaira. Todos os recipientes
utilizados para armazenamento das amostras foram devidamente identificados no momento da
entrega, com as iniciais do nome completo e nimero de identificacdo, conforme ficha de
cadastro elaborada pelo projeto, para cada individuo participante. Posteriormente, 0s
recipientes também foram etiquetados com codigo de barras. As amostras de urina foram
aliquotadas em tubos de falcon de 15 mL. Dos 199 individuos selecionados, 121 participantes
entregaram as amostras solicitadas, obedecendo aos critérios de inclusdo e exclusdo do
estudo. Todas as amostras foram acondicionadas em caixas de isopor, com placas de gelo
artificial reutilizaveis, e transportadas para o Instituto Gongalo Moniz, onde foram
armazenadas a -20°C. Posteriormente, as amostras foram transferidas para o Laboratorio de
Parasitologia Clinica da Escola Bahiana de Medicina e Salude Publica, onde foram igualmente

armazenadas em freezer a -20°C.

4.5 DIAGNOSTICO

4.5.1 Método Parasitolégico de Kato-Katz

O exame parasitologico de fezes atraves do método de Kato-Katz foi realizado em
todas as trés amostras de fezes, com uma lamina para cada amostra. Utilizou-se o Helm-
Test®, produzido por Biomanguinhos / FIOCRUZ. A tela de nylon (com abertura de 150 pm)
contida no kit foi colocada sobre as fezes, pressionando-as com o auxilio de uma espatula. Em
seguida, as fezes filtradas foram transferidas para o orificio do cartdo ja posicionado sobre a

lamina. Apds preencher completamente o orificio, o cartdo foi retirado, deixando as fezes
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sobre a l&mina de vidro. As fezes foram cobertas com uma laminula, uma gota de verde de
malaquita foi adicionada e a lamina foi invertida e pressionada contra o papel, para formacéo
de uma camada delgada entre a lamina e a laminula. As laminas foram confeccionadas e
analisadas no laboratério montado pela equipe do projeto, no municipio de Ubaira, num
microscopio optico, usando objetiva de 10x. As preparacOes podem ser examinadas apds duas

horas ou até trés meses, se devidamente acondicionadas, sem prejuizo dos resultados.

Para a analise quantitativa, realizou-se a contagem de todos 0s ovos presentes na
lamina e multiplicou-se pelo fator 24. Cada lamina possui 42 mg de fezes e, ao multiplicar-se
pelo fator 24, obtém-se o valor aproximado de 1 g de fezes (42 mg x 24 = 1,008 g). Com isso,
0 numero de ovos (ou meédia de ovos) por laminas multiplicado por 24 resulta no ndmero de
ovos por grama de fezes (OPG). Para determinacdo da carga parasitaria, calculou-se a média
do numero de ovos obtidos nas trés ldminas analisadas, de cada participante.

4.5.2 Método Imunolégico de POC-CCA

Para realizagdo do teste imunolégico de POC-CCA, utilizou-se o kit da Eco Teste
Diagnostica LTDA (lotes 201609007 e 161129179) (Figura 10). Cada kit contém 10
dispositivos de teste, 10 pipetas plasticas descartaveis e 1 folheto de instrucdo de uso. Os
testes foram feitos conforme recomendacfes do fabricante. Inicialmente, foi feito um teste
piloto utilizando 8 amostras (6 amostras positivas e 2 amostras negativas). Posteriormente,

todas as amostras foram testadas duas vezes, num intervalo de 6 meses.



41

Figura 10: Testes rapido de POC-CCA.

DIAGNOSTICO RAPIDO

Fonte: autora.

As amostras de urina foram homogeneizadas 5 vezes por inversdo. Depois, retiraram-
se trés gotas, com auxilio da pipeta plastica descartavel, as quais foram adicionadas ao po¢o
circular do dispositivo de teste. A urina foi absorvida e distribuida por toda extensao da fita de
nitrocelulose, presente no interior do dispositivo, o que pode ser observado através da abertura
retangular na porcdo central do dispositivo. Apds 20 minutos, realizou-se a leitura do teste
rapido, sendo analisado por dois observadores.

Os resultados obtidos foram classificados da seguinte forma: a) invalido — linha de
controle ausente, independentemente do resultado apresentado na linha teste; b) positivo —
linha de controle com presenca de banda avermelhada e linha de teste com presenca de banda
fortemente avermelhada; c) traco positivo: linha de controle com presenga de banda
avermelhada e linha de teste com presenca de banda avermelhada de média intensidade; d)
negativo — linha de controle com presenca de banda vermelhada e linha de teste com auséncia

de banda; e) traco negativo — linha de controle com presenca de banda avermelhada e linha de
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teste com presenca de banda fracamente avermelhada (Figura 11). Os testes que apresentaram
resultado invalido foram repetidos. Para avaliacdo dos resultados, foram considerados dois
critérios: a classificacdo de resultados determinada pelo fabricante, onde todos os resultados
traco devem ser considerados como resultados positivos; e a classificacdo de resultados
determinada pelo estudo, onde os resultados trago positivos foram considerados como

resultados positivos e os resultados traco negativos foram considerados como negativos.

Figura 11: Resultados dos testes rapidos de urina, de acordo com o padrdo de bandas.

Fonte: autora.

4.5.3 Extracdo de DNA

As extracdes de DNA foram realizadas no Laboratdrio de Parasitologia Clinica da
Escola Bahiana de Medicina e Saude Publica. A técnica foi realizada individualmente, a partir
das amostras de fezes, seguindo o protocolo padrdo do Kit QIAmp DNA Stool Mini Kit

(Qiagen).
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4.5.4 Meétodo Molecular de Reagdo em Cadeia da Polimerase em Tempo Real

Os primers utilizados foram o Schfo 11 (5’- CGATCAGGACCAGTGTTCAGC -3’) e
Schre (5°- GACAGGTCAACAAGACGAACTCG -3°), os quais sdo especificos para o gene
que codifica a subunidade ribossomal 18S rRNA do S. mansoni. A selecdo desse gene foi
motivada por sua presenca em cerca de 100 copias no genoma do parasito (GOMES et al,
2006).

Todas as reacfes em cadeia da polimerase em tempo real (QPCR) foram realizadas no
equipamento Applied Biosystems 7500 Real-PCR System (Thermo Fisher Scientific Inc.,
EUA), com as seguintes configuracdes: etapa inicial de desnaturacdo a 50°C por 2 minutos;
40 ciclos de amplificagdo (95°C por 2 minutos, 95°C por 15 segundos e 60°C por 30
segundos) (adaptado de GOMES et al, 2006). Foram utilizados 8,5ul de H20, 12,5ul de
SYBR Green, 1pl de primer, 1pl de ROX e 2ul do DNA extraido das amostras de fezes de
cada participante, obtendo-se um volume final de 25ul. Em cada reagdo, utilizou-se um
controle negativo em duplicata e todas as amostras também estavam em duplicata. Uma curva
padrdo foi elaborada a partir de uma amostra de S. mansoni proveniente de amostras de fezes.
Todos os experimentos foram realizados em cabine de fluxo laminar, previamente irradiada
com luz ultravioleta e empregando somente produtos descartaveis estéreis, incluindo ponteiras

com barreiras.

4.6 ANALISE ESTATISTICA

Foi formulado um banco de dados no programa Microsoft Office Excel 2010. Os
parametros avaliados e as analises comparativas para avaliar o desempenho das técnicas
diagnosticas (sensibilidade, especificidade, acuracia e indice Kappa) foram também
calculados usando o Microsoft Office Excel 2010. Os valores dos intervalos de confianca a
95% (IC 95%) para sensibilidade, especificidade e acuracia foram calculados conforme as

seguintes formulas:
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Senx (1 — Sen)
ND

Esp x (1 — Esp)
NS

1C95% = il,%x\/ € IC95% = i1.96x\,

Onde:
ND = nimero de doentes

NS = nimero de sadios

O indice Kappa de Cohen foi utilizado para determinar o grau de concordancia entre
os observadores do método imunoldgico de POC-CCA e o grau de concordancia entre os
métodos diagndsticos. Esse indice varia de 0 a 1 e seus resultados foram interpretados dentro
dos seguintes parametros: a) nenhum acordo — quando o indice for menor do que 0,01; b)
ruim — quando o indice estiver entre 0,02 e 0,20; c) fraco — quando o indice estiver entre 0,21
e 0,40; d) moderado — quando o indice estiver entre 0,41 e 0,60; €) bom — quando o indice
estiver entre 0,61 e 0,80; f) excelente — quando maior que 0,81 (LANDIS e KOCH, 1977).

4.6.1 Intensidade de Infeccéo

A intensidade de infeccdo foi determinada pelo nimero de ovos de S. mansoni por
grama de fezes (opg). Calculou-se a média da soma de ovos encontrados nas 3 laminas de
cada individuo. De acordo com a classificacdo da Organizacdo Mundial de Saude, existem
trés niveis de intensidade de infeccdo: (1) baixa intensidade: 1-100 opg, (2) moderada
ou média: 101-400 opg e (3) alta: > 401 opg (OMS, 1993). A carga parasitaria no método de

POC-CCA foi classificada como fraca ou forte, de acordo com a intensidade da reacao.
4.6.2 Padréo Ouro e Taxa de Positividade

O padrdo ouro do estudo foi 0 método parasitolégico de Kato-Katz.

A taxa de positividade indica a percentagem de individuos positivos diagnosticados
por cada método em relagdo ao total de individuos positivos diagnosticados pelo padrao ouro.

Portanto, essa taxa foi obtida a partir do nimero de individuos positivos, diagnosticados pelos
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métodos de POC-CCA e rt-PCR, dividido pelo total de individuos positivos identificados pelo
Kato-Katz.

4.6.3 Parametros Utilizados na Avaliacdo de Desempenho Diagnostico das
Técnicas

Os parametros estatisticos utilizados na validacdo dos métodos diagndsticos foram
sensibilidade, especificidade, acuracia e indice Kappa.

Sensibilidade é a percentagem de infectados ou doentes corretamente diagnosticados
por um teste positivo. A sensibilidade corresponde a proporcdo de verdadeiros positivos do
teste: a/(a+c) (Tabela 1).

Especificidade é a percentagem de ndo doentes corretamente identificados por um
teste negativo. A especificidade corresponde a proporcéo de verdadeiros negativos do teste:
d/(b+d) (Tabela 1).

Acuracia refere-se ao grau em que o teste ou uma estimativa baseada em um teste é
capaz de determinar o verdadeiro valor do que estd sendo avaliado. Indica o grau de

concordancia que ha entre o resultado obtido e o dito valor verdadeiro (Tabela 1).

O indice Kappa de Cohen mede a concordancia entre avaliadores para itens
qualitativos. E uma medida mais robusta do que o calculo percentual de concordancia, ja que

k leva em consideracéo a possibilidade de a concordancia ter ocorrido por acaso (Tabela 1).

Os métodos diagnosticos podem ainda apresentar quatro parametros a serem
analisados, sendo eles: verdadeiro positivo, falso positivo, verdadeiro negativo e falso

negativo.

Verdadeiro positivo (VP) é o individuo doente e diagnosticado como positivo por um

teste.

Falso positivo (FP) é o individuo saudavel e diagnosticado como positivo por um

teste.

Verdadeiro negativo (VN) € o individuo saudavel e diagnosticado como negativo por

um teste.
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Falso negativo (FN) é o individuo doente e diagnosticado como negativo por um

teste.

Tabela 1: Tabela 2x2 e férmulas de calculo dos principais parametros analisados no estudo.

Padréao Ouro

Presente Ausente
Teste
Diagndstico Total
Positivo VP (a) FP (b) (@a+hb)
Negativo FN (c) VN (d) (c+d)
Total (a+c) (b +d) (atb+c+d)
Especificidade = d Acurécia = (VP +VN)
b+d (VP + VN + FP + FN)
Sensibilidade = a indice Kappa = Po* - Pe**
at+c 1-Pe

*Po = nUmero de concordancias observadas

**Pe = nimero de concordancias esperadas

Fonte: autora.
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5. RESULTADOS

5.1 PERFIL POPULACIONAL

A partir de dados sobre idade e género, obtidos durante o cadastramento para
participacao no estudo, foi tracado um perfil epidemioldgico. Dos 121 participantes, 57 eram
mulheres e 64 eram homens (Figura 12). Entre os individuos diagnosticados como positivos

pelo padrdo ouro, a maioria era do sexo masculino (56,2%).

Figura 12: Perfil populacional de acordo com a percentagem de género dos participantes.

m Masculino
® Feminino

Fonte: autora.

A media etéria dos participantes foi de 34,8 anos. A meédia etéria dos participantes do
género masculino foi de 33,7 e a média etaria dos participantes do género feminino foi de 36
anos. A maior porcentagem de participantes estava na faixa etaria de 30 a 39 anos (19,8%),
seguida dos individuos em idade escolar, de 8 a 17 anos (17,3%). A faixa etaria com menor

porcentagem de participantes foi a de 1 a 7 anos, correspondendo a 6,7% (Figura 13).



Figura 13: Perfil populacional de acordo com a faixa etaria dos participantes.
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Fonte: autora

O método de Kato-Katz identificou 32 individuos positivos dentre o total de 121

participantes. Dos 32 individuos positivos, 14 (43,7%) eram do género feminino e 18 (56,3%)

do género masculino. A faixa etaria com maior prevaléncia da doenca foi a de 8 a 17 anos

(38%) seguida das faixas etarias acima de 50 a 59 anos (33%) e acima de 60 anos (32%)

(Figura 14). As categorias etarias de 30 a 39 anos e 40 a 49 anos apresentaram as menores

taxas de prevaléncia (ambas 17%). A maior intensidade de infeccdo foi identificada na faixa

etaria de 18 a 29 anos, seguida da faixa etaria de 30 a 39 anos. A menor intensidade de

infeccdo identificou-se nos individuos acima de 60 anos.
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Figura 14: Prevaléncia da esquistossomose relacionada a faixa etaria e intensidade de infecgdo dos participantes

do estudo.
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Fonte: autora.

5.2 DETERMINACAO DO NUMERO DE OVOS POR GRAMA DE FEZES (OPG)

A intensidade de infeccdo por S. mansoni foi estimada a partir da média do namero de
ovos eliminados por grama de fezes, obtida da leitura de trés laminas de uma mesma amostra.
De acordo com a classificacio de WHO (2002), com a técnica de Kato-Katz foram
diagnosticados 32 individuos: 27 com baixa carga parasitaria, 3 com média carga parasitaria e
2 com alta carga parasitaria. Os valores de OPG variam de 8 a 584, com meédia de 73,2 OPG,

0 que corresponde a infeccBes de baixa carga parasitaria.

Ao se observar os individuos com baixa carga parasitaria, verificou-se que 11
individuos apresentaram 8 a 16 OPG, 6 apresentaram 24 a 32 OPG, 9 apresentaram 40 a 56
OPG e 1 apresentou 72 OPG (Figura 15).
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Figura  15: Distribuicdlo do nimero de individuos com baixa carga  parasitaria.
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Fonte: autora.

Dentre os 32 individuos positivos, 2 individuos apresentaram alta carga parasitaria
(424 e 584 OPG) e 3 individuos apresentaram média carga parasitaria (128, 192 e 272 OPG).

5.3 METODO DE POC-CCA

No total, 0 método identificou 22 resultados positivos, 3 resultados traco positivos, 63
negativos e 33 resultados traco negativos. Os resultados traco totalizaram 36, representando
29,7% das amostras totais. Seguindo-se a interpretacdo de resultados do fabricante, todos os
resultados traco devem ser considerados como positivos. Considerando esse critério de
analise, os resultados obtidos pelo POC-CCA foram 58 amostras positivas e 63 amostras

negativas (Tabela 2).

Tabela 2: Tabela de prevaléncia obtida pela técnica de POC-CCA, considerando critério do fabricante.

POC-CCA
Resultado N %
Positivo 58 47,9
Negativo 63 52,1
Total 121 100,0

Fonte: autora
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Para avaliar o desempenho do teste, utilizamos a interpretacdo a partir das diferentes
intensidades apresentadas pela banda teste do POC-CCA. O critério proposto pelo estudo
considera os resultados traco positivos como positivos e 0s resultados negativos como
negativos. Para esta analise acerca dos casos traco, o nivel de concordancia entre 0s
resultados obtidos entre os observadores foi avaliado pelo indice Kappa. Obteve-se k = 0,94,
0 que indica uma forte concordancia inter-observadores (LANDIS e KOCH, 1977). Nos casos
discordantes entre os observadores, considerou-se os resultados obtidos pelo observador 1.

Sendo assim, obtiveram-se 25 resultados positivos e 96 resultados negativos (Tabela 3).

Tabela 3: Tabela de resultados obtidos pela técnica de POC-CCA, considerando critério do estudo.

POC-CCA
Resultado N %
Positivo 25 20,7
Negativo 96 79,3
Total 121 100

Fonte: autora

Considerando o critério de interpretacdo do fabricante do teste, a sensibilidade obtida
pelo POC-CCA foi de 65,6% e a especificidade de 58,4%. A acurécia foi de 60,3%. Também
pode-se observar que o POC-CCA apresentou 37 resultados falso-positivos e 11 resultados

falso-negativos (Tabela 4).

Tabela 4: Avaliacdo do POC-CCA para diagnostico de infeccdo por Schistosoma mansoni, considerando o

critério de interpretacdo do fabricante.

Kato-Katz
Positivo Negativo TOTAL

POC-CCA Positivo a 21 b 37 a+b 58
Negativo ¢ 11 d 52 c+d 63
TOTAL a+c 32 b+d 89 N 121

Sensibilidade (IC) al(a+c) 21/ 32 = 65,6% (48,3-79,6%)
Especificidade (IC) d/(b+d) 52 / 89 = 58,4% (48,0-68,1%)
Acurécia (IC) a+d/N (21+52) / 121 = 60,3% (51,9-68,6%)

Fonte: autora.
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Atraveés do critério de interpretacdo proposto pelo presente estudo, a sensibilidade foi
de 43,8% e a especificidade foi de 87,6%. A acurécia foi 76% (Tabela 5). Dentre os 14
individuos positivos, 10 apresentaram reacao de fraca intensidade e 4 individuos apresentaram
reacao de forte intensidade. Os quatro individuos que apresentaram fortes reacdes tinham alta
e média cargas parasitarias no método de Kato-Katz (2 com média carga parasitaria e 2 com
alta carga parasitaria). Os demais tinham baixa carga parasitaria, de acordo com o método
padrdo ouro (8 a 56 OPG). Dentre os 18 resultados classificados como falso-negativos pelo
método de POC-CCA, 17 apresentaram baixas cargas parasitarias (média de 24 OPG) no

método de Kato-Katz e 1 apresentou média carga parasitaria (128 OPG).

Tabela 5: Avaliagdo do POC-CCA para diagndstico de infec¢do por Schistosoma mansoni, considerando o

critério proposto pelo estudo.

Kato-Katz
Positivo Negativo TOTAL
POC-CCA Positivo a 14 b 11 atb 25
Negativo ¢ 18 d 78 c+d 96
TOTAL a+c 32 b+d 89 N 121

Sensibilidade (IC) al(a+c) 14/ 32 = 43,8% (28,2-60,7%)
Especificidade (IC) d/(b+d) 78 / 89 = 87,6% (79,2-93,0%)
Acurécia (IC) a+d/N (14+78) / 121 = 76,0% (67,7-82,8%)

Fonte: autora.

5.4 METODO DE rt-PCR

No total, o rt-PCR identificou 18 resultados positivos e 103 resultados negativos

(Tabela 6).

Tabela 6: Tabela de resultados obtidos pela técnica de rt-PCR.

rt-PCR
Resultado N %
Negativo 103 85,1
Positivo 18 14,9
Total 121 100

Fonte: autora.
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A sensibilidade foi de 56,2% e a especificidade de 100%. A acuracia foi de 88,4%.
Né&o foi identificado nenhum resultado falso-positivo e 14 resultados falso-negativos foram
encontrados (Tabela 7). Todos os resultados falso-negativos encontrados pelo rt-PCR

apresentaram baixas cargas parasitarias no Kato-Katz.

Tabela 7: Avaliagdo do rt-PCR para diagnostico de infeccdo por Schistosoma mansoni.

Kato-Katz
Positivo Negativo TOTAL
rt-PCR Positivo a 18 b 0 atb 18
Negativo ¢ 14 d 89 ctd 103
TOTAL a+c 32 b+d 89 N 121

Sensibilidade (IC) al(a+c) 18 / 32 = 56,2% (39,3-71,8%)
Especificidade (IC) d/(b+d) 89 / 89 = 100% (95,9-100%)
Acuracia (IC) a+d/N (18+89) / 121 = 88,4% (81,5-93,0%)

Fonte: autora.

Entre os 18 individuos positivos identificados pelo RT-PCR, 2 individuos
apresentaram alta carga parasitaria e 2 individuos apresentaram média carga parasitaria, de

acordo com o método de Kato-Katz. Os demais tinham baixa carga parasitaria.

5.5 AVALIACAO COMPARATIVA ENTRE OS METODOS DE POC-CCA E rt-
PCR

Considerando o critério de interpretacdo do fabricante, onde todos os resultados traco
positivos e trago negativos devem ser considerados como positivos, a sensibilidade obtida
pelos dois métodos comparados foi de 66,7% e a especificidade de 55,3%, tendo como
referéncia o0 método de rt-PCR. A acurécia foi de 57% (Tabela 8). Foram identificados 46

resultados falso-negativos e 6 resultados falso-positivos.
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Tabela 8: Avaliagdo do rt-PCR x POC-CCA para diagndstico de infecgdo por Schistosoma mansoni,

considerando o critério proposto pelo fabricante.

rt-PCR
Positivo Negativo TOTAL

POC-CCA Positivo a 12 b 46 a+b 58
Negativo ¢ 6 d 57 c+d 63
TOTAL a+c 18 b+d 103 N 121

Sensibilidade (IC) a/(a+c) 12 /18 =66,7% (43,7-83,7%)
Especificidade (I1C) d/(b+d) 57 /103 = 55,3% (45,7-64,6%)
Acurécia (IC) a+d/N (12+57) / 121 = 57,0% (48,1-65,5%)

Fonte: autora.

Considerando o critério de interpretacdo proposto pelo estudo, onde todos o0s
resultados traco positivos e traco negativos devem ser considerados como positivos, a
sensibilidade obtida pelos dois métodos comparados foi de 55,5% e a especificidade de
85,4%, tendo como referéncia o método de rt-PCR. A acurécia foi de 81% (Tabela 9). Foram

identificados 8 resultados falso-negativos e 15 resultados falso-positivos.

Tabela 9: Avaliacdo do rt-PCR x POC-CCA para diagnostico de infeccdo por Schistosoma mansoni,

considerando o critério proposto pelo estudo.

rt-PCR
Positivo Negativo TOTAL

POC-CCA Positivo a 10 b 15 a+b 58
Negativo ¢ 8 d 88 c+d 63
TOTAL a+c 18 b+d 103 N 121

Sensibilidade (IC) al(a+c) 10/ 18 =55,5% (33,7-75,4%)
Especificidade (I1C) d/(b+d) 88 /103 = 85,4% (77,4-91,0%)
Acuracia (IC) a+d/N (10+88) / 121 = 81,0% (73,1-87,0%)

Fonte: autora.
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5.6 SINTESE E COMPARACAO DOS PARAMETROS OBSERVADOS NOS
DIFERENTES METODOS

Analisando-se de forma geral, dentre os metodos avaliados e as analises propostas, a
maior sensibilidade apresentada foi a da combinacdo de testes rt-PCR e POC-CCA,
considerando o critério do fabricante (66,7%), seguida do POC-CCA, também considerando o
critério do fabricante (65,6%). Levando-se em conta apenas o critério proposto pelo estudo, a
maior sensibilidade foi a do rt-PCR (56,3%). O indice menos expressivo foi 0 do POC-CCA

considerando o critério do estudo (43,8%) (Tabela 10).

Em relacdo a especificidade, a maior taxa apresentada foi a do rt-PCR, seguido do
POC-CCA, considerando o critério proposto pelo estudo (87,6%). O indice menos expressivo
foi o da combinacdo de testes rt-PCR e POC-CCA, considerando o critério do fabricante
(55,3%). Segundo os indices de acuracia obtidos, o melhor teste é o rt-PCR (88,4%). O indice
menos expressivo de acuracia foi obtido pela combinacdo de testes rt-PCR e POC-CCA,

considerando o critério do fabricante (57%) (Tabela 10).

Tabela 10: Sintese e comparagdo dos parametros estatisticos obtidos a partir dos resultados apresentados pelos

diferentes métodos diagnosticos.

Meétodos Sensibilidade Especificidade Acurécia
Kato-Katz x POC-CCA segundo
critério do fabricante (IC) 65,6% (48,3-79,6) 58,4% (48,0-68,1) 60,3% (51,4-68,6)
Kato-Katz x POC-CCA segundo
critério do estudo (IC) 43,8% (28,2-60,7) 87,6% (79,2-93,0) 76% (67,7-82,8)
Kato-Katz x rt-PCR (IC) 56,3% (39,3-71,8) 100% (95,9-100) 88,4% (81,5-93,0)
rt-PCR x POC-CCA segundo
critério do fabricante (IC) 66,7% (43,7-83,7) 55,3% (45,7-64,6) 57% (48,1-65,5)
rt-PCR x POC-CCA segundo
critério do estudo (IC) 55,6% (33,7-75,4) 85,4% (77,4-91,0) 81% (73,1-87,0)

Fonte: autora.
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6. DISCUSSAO

Em localidades endémicas para a esquistossomose, a fase da doenca com maior
predominio ¢ a cronica, gerada pelas exposigdes constantes a corpos d’agua contaminados
com cercarias. Neste contexto, a primeira infecgdo, frequentemente, ocorre por volta de dois
anos de idade, tendo um aumento de prevaléncia e intensidade de infeccdo em adolescentes e
jovens e diminuindo na idade adulta (CONCEICAO e COURA, 1978; COURA-FILHO et al.,
1995; FLEMING et al., 2006; COLLEY et al., 2013).

A anélise do perfil epidemioldgico desse estudo apontou que criangas 1 a 7 anos e
adultos de 30 a 39 anos e 40 a 49 anos apresentaram os menores valores de prevaléncia (25%
e 17% ambos, respectivamente). Confirmando as tendéncias observadas nos estudos citados, a
maior taxa de prevaléncia observou-se na faixa etaria de 8 a 17 anos. Este aumento pode ser
atribuido tanto a intensidade de infeccdo e ao tipo e frequéncia de contato com corpos d’agua
guanto a imunidade adquirida com o aumento da idade dos individuos expostos (KATZ et al,
1978).

O maior namero de participantes do estudo sdo homens (52,9%) e, entre 0s resultados
positivos diagnosticados pelo padrdo ouro, a predominancia também é masculina (56,2%),
contradizendo os achados de Coura Filho et al. (1995). Ambos os géneros de participantes
apresentam semelhante exposicao aos riscos de infeccdo. A comunidade é banhada pelo Rio
Jiquirica, no qual a populacdo retira 4gua para consumo, nada, pesca, lava roupas e animais,
dentre outras atividades, mantendo o contato dessa populagdo com corpos d’agua. Porém, a
predominancia da esquistossomose mansdnica em homens pode estar associada a maior

susceptibilidade ligada ao seu tipo de trabalho ou atividades recreacionais (SILVA, 2018).

Esforcos tém sido empreendidos para o controle e erradicacdo da esquistossomose,
com o surgimento de drogas altamente eficazes e novas técnicas diagnosticas. Porém, a
situacdo epidemioldgica nos paises em desenvolvimento continua alarmante (ENGELS et al,
2002; SORGHO et al, 2005). A identificacdo e o tratamento de individuos positivos sdo
essenciais, tornando o diagndstico rapido e preciso como principal fator para controle eficaz
da doenca (ZHAO et al, 2012). Avaliagdes de cura ou reinfeccdo pos-tratamento, acbes de
monitoramento de morbidade e expansdo das areas endémicas baseiam-se nos resultados
apresentados pelos métodos diagndsticos aplicados na populagdo de estudo (UTZINGER,
2001). Porem, as acOes promovidas constantemente pelos programas de controle da
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esquistossomose, incluindo os tratamentos quimioterapicos em massa, tém contribuido para
aumento do nimero das areas de baixa endemicidade e do nimero de individuos com baixa

carga parasitaria, os quais sao mais dificilmente diagnosticados (GRENFELL et al, 2013).

Atualmente, para o diagnéstico da esquistossomose, um dos principais fatores que
impulsionou novas investigagdes foi a revisao do conceito de “padrao-ouro”, definido como
método altamente sensivel e especifico, utilizado em estudos comparativos com um novo teste
(CAVALCANTE et al, 2013). Um método padrdo é conhecido e reconhecido mundialmente
por ser o melhor ou como o melhor método disponivel em uma éarea, preferencialmente

validado por publica¢Bes em revistas cientificas de elevado conceito (OIE, 2010).

As técnicas parasitologicas permanecem como a principal forma diagnostica da
esquistossomose mansdnica em dareas endémicas, as quais permitem visualizacdo
microscopica de ovos eliminados junto as fezes do hospedeiro. O Kato-Katz € utilizado em
decorréncia de sua eficacia diagnostica, custo-beneficio, possibilidade de aplicagdo mesmo
em condi¢Oes limitadas de infraestrutura laboratorial, fornecimento de medida quantitativa da
infeccdo e habilidade para concomitante diagnostico de S. mansoni e geohelmintos
(BERQUIST et al, 2009; UTZINGER, 2011). Entretanto, uma significativa reducdo da
sensibilidade foi constatada em areas de baixa endemicidade, o que compromete a estimativa
de prevaléncia real da doenca (ENK et al, 2008; SIQUEIRA et al, 2012). Além disso, a
sensibilidade da técnica também diminui quando aplicada a individuos com baixa carga
parasitaria ou quando se utiliza um namero pequeno de ldminas (um ou duas) (RABELLO,
1997). Por conta disso, é necessario monitoramento e avaliacdes de métodos de deteccdo mais

sensiveis para reavaliacdo de possiveis reinfeccdes (BERGEN, 2004).

A baixa sensibilidade dos testes também acarreta a continuacgdo de eliminacéo de ovos,
0 que contribui para a manutencdo da doenca, e expBe os individuos ao risco de
desenvolvimento de formas ectopicas, assim como outras complicacdes associadas a
morbidade da doenca, que podem ocorrer também entre os individuos com baixas cargas
parasitarias (GRYSEELS et al, 2006; LAMBERTUCCI et al, 2007). Desta forma, enfatiza-se
a urgente necessidade de um método diagnostico mais sensivel (ENK et al, 2012). A
utilizacdo de estratégias para melhorar os parametros dos testes pode facilitar o diagnostico da

esquistossomose e diminuir as falhas de detecgéo.
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Desde 1994, a Organizacdo Mundial de Saude recomenda o Kato-Katz como método
padrdo para diagnostico da esquistossomose, com leitura de duas laminas. Além das
desvantagens ja citadas, o diagndstico ainda pode sofrer interferéncia em razdo da
consisténcia das fezes analisadas, considerando que fezes aquosas ndo podem ser processadas
e fezes muito fibrosas ou secas dificultam a visualizagdo dos ovos (FELDMEIER e
POGGENSEE, 1993). Sendo assim, a utilizagdo desta técnica, como Unico método

diagnostico, tende a subestimar a prevaléncia da doenca.

Nesse estudo, avaliou-se o desempenho diagnostico do método de POC-CCA e do
ensaio molecular de rt-PCR para diagnostico laboratorial da esquistossomose mansonica em
individuos residentes em uma comunidade rural (Jenipapo), de um municipio de baixa
endemicidade (Ubaira). Assim, 121 individuos foram avaliados pelas trés técnicas e 0s

resultados foram analisados e comparados.

Para 0 Kato-Katz, método padrdo ouro deste estudo, foram realizadas leituras de trés
laminas por amostra, e também foi avaliado o seu desempenho em comparacdo com testes
imunoldgicos e moleculares, POC-CCA e rt-PCT, respectivamente. O aumento do numero de
laminas de Kato-Katz tem impacto direto na taxa de positividade para infecgdo por S.
mansoni, comportamento que é observado em outros estudos (RABELLO,1997; ENK et al,
2008; SIQUEIRA et al, 2011). A medida que se aumenta o nimero de laminas analisadas,
aumenta-se também a taxa de positividade, elevando a sensibilidade do estudo
(COELHO,2016).

A carga parasitaria do verme adulto de S. mansoni ndo pode ser quantificada de modo
preciso, devido a localizacdo do parasito no hospedeiro. Entretanto, a estimativa pode ser
realizada a partir do nimero de ovos por grama de fezes (OPG). Dos 32 individuos positivos
diagnosticados pelo padréo ouro, 2 apresentaram alta carga parasitaria e 3 apresentaram média
carga parasitaria, representando 15,6% do total de resultados positivos. Os demais individuos
(27) apresentaram baixa carga parasitaria (84,4%), o que dificulta o diagndstico, ja& que a
sensibilidade dos métodos parasitolégicos diminui quando os individuos excretam menos de
100 OPG (WHO, 1995; WHO, 2002; RAMIREZ et al, 1996; RABELLO et al, 1997;
HAMILTON et al, 1998; NOYA et al, 2002; DOENHOFF et al, 2004). Além disso,
discrepancias também foram descritas entre a microscopia e a técnica de rt-PCR, em amostras
com baixo indice de OPG ou baixa concentracdo de DNA do parasito (TEN HOVE et al,
2008).
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Todos os resultados falso-positivos e falso-negativos obtidos pelos trés métodos estdo
entre os individuos com baixa carga parasitaria. Esse resultado é esperado, pois a baixa
intensidade de infecgdo torna erratica a identificacdo de ovos do parasito (LAMBERTON et
al, 2014). Além disso, dada a baixa sensibilidade do Kato-Katz em areas de baixa
endemicidade, nem todas as infeccOes ativas de individuos com baixa carga parasitaria devem

ter sido identificadas pelo teste.

Em estudos comparativos, como este, 0 conhecimento acerca do nimero de ovos por
grama de fezes é importante, pois sabe-se que uma das principais falhas relacionadas aos
métodos diagnosticos, para a esquistossomose, € a baixa sensibilidade na deteccdo de
individuos com baixa carga parasitaria (ENK et al, 2008). O estudo constatou que todos 0s
individuos que apresentavam média e alta cargas parasitarias foram diagnosticados como
positivos em todos os testes avaliados. Ja em relacdo aos individuos com baixa carga

parasitaria, o desempenho dos métodos avaliados foi bastante heterogéneo.

Em paises da Africa, 0 POC-CCA mostrou-se apropriado para o diagndstico da
esquistossomose mansonica, principalmente em regides de moderada e alta transmissdo
(POLMAN et al, 2000; LEGESSE e ERKO, 2007; ASHTON et al, 2011; COULIBALY et al,
2011; SHANE et al, 2011; NAVARATNAM et al, 2012; COLLEY et al, 2013; COULIBALY
et al, 2013; KOUHOUNARI et al, 2013; LODH et al, 2013; SOUZA-FIGUEIREDO et al,
2013; ADRIKO et al, 2014; DEGAREGE et al, 2014; LAMBERTON et al, 2014; OKOYO et
al, 2018). Porém, nesse estudo, o POC-CCA revelou resultados ndo tdo promissores
(sensibilidade de 43,8% e especificidade de 87,6%), salientando-se, ainda, que a area
analisada é de baixa endemicidade. No Brasil, de forma geral, 0 POC-CCA tem apresentado
variacdo de resultados em diversos estudos (SIQUEIRA et al, 2016; COELHO et al, 2016).
Além da obtencdo de resultados com baixa sensibilidade, o POC-CCA também pode

subestimar o real valor de prevaléncia.

O POC-CCA identificou 18 resultados falso-negativos, enquanto o rt-PCR identificou
14 falso-negativos. Resultados falso-negativos estdo associados a diminuicdo de
sensibilidade. Ja em relacdo aos resultados falso-positivos, o teste de POC-CCA identificou
10 individuos e o rt- PCR ndo registrou nenhum caso. Resultados falso-positivos estdo
associados a diminuicdo de especificidade. De fato, o estudo constatou que o POC-CCA
apresentou uma taxa de sensibilidade (43,8%) menor do que o rt-PCR (56,2%). A taxa de
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especificidade do POC-CCA também foi menor do que a do método molecular (87,6% e

100%, respectivamente).

Varios fatores podem interferir no resultado do POC-CCA, determinando fatores de
limitacdo do teste para o presente estudo e explicando a variacdo na sensibilidade do
diagnostico de esquistossomose na urina: diabete melito, infec¢do urinaria, hematuria,
ingestdo de alcool, uso de drogas ilicitas, diuréticos e desidratagdo e drogas prescritas
(FERREIRA, 2016).

E importante salientar que vermes imaturos, na fase aguda da esquistossomose, ou em
casos de reinfeccdo recente, podem produzir antigenos do parasito (CCA, por exemplo) antes
dos ovos serem excretados nas fezes. Isso pode gerar resultados falso-positivos no POC-CCA,
guando comparados ao padrdo ouro desse estudo (LAMBERTUCCI et al, 2000;
LAMBERTUCCI et al, 2010; LAMBERTUCCI et al, 2013). Outros fatores também podem
ser destacados: diminui¢do do volume urinario, em casos de desidratacdo e concentracdo da
urina (FERREIRA, 2016); alta variabilidade genética de S. mansoni, 0 que pode impactar na
alteracdo dos antigenos catodicos circulantes produzidos, o que contribuiria para diferencas de
desempenho do POC-CCA (STOTHARD et al, 2009); quantidade de CCA regurgitada
variavel ao longo do dia ou ao longo do tempo (STANDLEY et al, 2010); continuacdo de
ovos expelidos pelo hospedeiro, mesmo apds a eliminacdo dos vermes adultos, ap6s o
tratamento quimioterapico (STANDLEY et al, 2010). Por outro lado, o uso de alcool e
medicamentos hipotensores podem gerar resultados falso-negativos (FERREIRA, 2016).

No estudo de Coulibaly e colaboradores, em 2013, constatou-se boa correlacdo entre a
intensidade de infecgdo, o nimero de ovos nas fezes e a intensidade de coloragdo na fita do
POC-CCA. Da mesma forma, no presente estudo, observou-se que 0s resultados positivos que
apresentaram coloracdo mais intensa foram as 4 amostras de individuos com média e alta
cargas parasitarias (272 a 584 OPG). Porém, um maior numero de casos seria necessario para

confirmar a relacéo entre intensidade da cor e altas cargas parasitarias.

Também observou-se que, nas avaliagdes em que se considerou o critério do
fabricante, houve aumento da sensibilidade e diminuicdo da especificidade. Contrariamente,
nas avaliacdes em que se considerou o critério do estudo, houve diminui¢do da sensibilidade e
aumento da especificidade. Nas avaliacbes em que se considerou o critério do fabricante,
houve aumento na determinacdo de resultados positivos e diminuicdo na determinacdo de

resultados negativos, o que tende a gerar aumento do indice de sensibilidade e diminuicéo do
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indice de especificidade. Em contrapartida, nas avaliagdes em que se considerou o critério do
estudo, houve uma diminuicdo na determinacdo de resultados positivos e aumento na
determinacdo de resultados negativos. Isso pode ser constatado pelo nimero de resultados
positivos identificados pelo teste, considerando cada um dos critérios. Levando-se em
consideragdo o critério do estudo, identificou-se 20,7% de resultados positivos e 79,3% de
resultados negativos. Analisando-se através do critério do fabricante, identificou-se 47,9% de
resultados positivos e 52,1% de resultados negativos. Uma vez que os resultados trago foram
identificados em grande parte das amostras totais, (29,7%), o critério escolhido para analise
destes tem grande impacto nos indices obtidos pelo presente estudo, de modo geral. Os
critérios utilizados para interpretagdo de resultados traco do POC-CCA sdo determinantes
para os resultados obtidos por qualquer estudo, uma vez que, considerar todos 0s tragos como
resultados negativos, pode ndo identificar infeccdes ativas satisfatoriamente e, considerar
todos os tracos como resultados positivos, pode superestimar a prevaléncia (CAVALCANTI e
PERALTA, 2018).

Na dltima década, o desenvolvimento de testes rapidos tem aumentado, atendendo a
necessidade de testes para vigilancia de areas endémicas e determinacéo da prevaléncia em
areas de transmissdo e respostas a drogas. Dentro do contexto comunitario, as vantagens de
aplicacdo de testes como o POC-CCA ¢ inegavel, inclusive para investigacdo de infeccdes
ativas em populacbes susceptiveis como imigrantes e refugiados (PERALTA e
CAVALCANTI, 2018). No entanto, a utilizacdo do POC-CCA para monitoramento e

diagnostico da esquistossomose em areas de baixa endemicidade ainda € controversa.

Embora o POC-CCA possa superar em sensibilidade e especificidade os métodos
convencionais, como o Kato-Katz, em &reas de alta endemicidade, muitos resultados variaveis
podem ser encontrados diariamente nessas regides e reacdes de baixa reatividade em
individuos ndo-excretores de ovos de Schistosoma mansoni podem diagnosticar erroneamente
infeccdes ativas, inclusive em individuos ja tratados com praziquantel (COULIBALY et al,
2013). Além disso, a reatividade residual (resultados traco) foi bastante demonstrada em
individuos sem esquistossomose ativa em comunidades com baixa carga parasitaria ou com
baixa endemicidade (GRENFELL et al, 2018).

Segundo Peralta e Cavalcanti, em 2018, evidéncias consistentes mostraram aplicacéo
limitada do POC-CCA no diagndstico da esquistossomose em areas de baixa endemicidade e,
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mais acentuadamente, em &reas com predominio de individuos com baixa carga parasitaria,

resultando na diminuicdo de precisao do teste.

A técnica molecular de PCR para diagndstico da esquistossomose, em amostras fecais,
foi relatada pela primeira vez por Pontes e colaboradores, em 2002. Altos valores de
sensibilidade e especificidade foram obtidos por eles e por outros autores (ALLAM et al,
2009; GOMES et al, 2010) quando comparadas aos obtidos pelo Kato-Katz.

Sabe-se que a técnica de rt-PCR esta sujeita a diversos fatores que geram falha na
amplificagdo, como erros de pipetagem, funcionamento indevido do termociclador e inibicéo
da enzima Taq Polimerase por reagentes utilizados no processo de extracdo de DNA. Além
disso, as fezes constituem um material com uma diversidade de substancias que podem atuar
como inibidoras, como residuos alimentares, DNA da flora bacteriana intestinal e até mesmo
DNA humano (Wilson et al, 1997; Monteiro et al, 1997; Vanderberg et al, 2002). Por isso,
escolheu-se uma técnica comercial, para evitar possivel perda de padronizacdo e robustez
(QlAamp® DNA Stool Mini Kit). Métodos fisicos (separacdo de salas e materiais, uso de
camara de fluxo laminar com luz UV) foram aplicados durante o procedimento, a fim de

minimizar a possibilidade de contaminagéo das amostras.

Nesse estudo, a técnica apresentou sensibilidade de 56,2%. Resultados diferentes
foram obtidos pelo estudo de Ten Hove e colaboradores, em 2008. Além disso,
diferentemente do que foi observado pelos autores no trabalho citado, no caso do presente
estudo, entre os individuos que apresentaram resultados positivos, 77,8% tinham baixa carga
parasitaria. No estudo de Ten Hove e colaboradores, a maior parte dos individuos positivos

tinha alta carga parasitaria.

A anélise dos dados também constatou 14 resultados falso negativos no rt-PCR. Vaérias
razdes podem explicar este resultado, inclusive a possibilidade de auséncia de ovos na por¢éo
de amostra fecal utilizada para a extracdo de DNA e posterior realizacdo do rt-PCR, dada a
variacdo na eliminacdo de fezes dos individuos com esquistossomose e na distribui¢do de
ovos nas fezes (ENGELS et al, 1996). Outras possiveis razes sdo a degradacdo do material
genético durante o transporte das amostras do campo para o laboratério, congelamentos e

descongelamentos das amostras e a presenca de inibidores da reagdo (MELO, 2006).

Analisando-se os trés métodos, na avaliacdo da sensibilidade, observou-se que os

maiores indices foram obtidos pela combinag&o de testes rt-PCR e POC-CCA, considerando o
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critério do fabricante, e pelo POC-CCA, também considerando o critério do fabricante (66,7%
e 65,6%, respectivamente). Na combinacdo de testes, o indice mais alto de sensibilidade
identificado no estudo pode ser justificado pelo reconhecido aumento da sensibilidade de
testes moleculares, como o rt-PCR. Quanto ao POC-CCA, em ambos 0s casos citados, pode-
se constatar que ha um aumento na determinacao de resultados positivos, quando considera-se
o critério do fabricante, o qual define todos os resultados traco como positivos. Isso pode ser
evidenciado, por exemplo, quando comparamos o0s resultados obtidos pelo POC-CCA
considerando os dois critérios (fabricante e estudo). A porcentagem de resultados positivos
identificados pelo POC-CCA, considerando o critério do estudo, é de 20,7. Através do critério
do fabricante, essa porcentagem aumenta para 47,9, o que tem impacto direto sobre a

sensibilidade e pode justificar o aumento desse parametro.

Na avaliagdo da especificidade, observou-se que os maiores indices foram obtidos pelo
rt-PCR e pela combinacdo de testes rt-PCR e POC-CCA, considerando o critério do estudo
(100% e 87,6%, respectivamente). O rt-PCR é um método que apresenta altos indices de

especificidade descritos pela literatura.

Na avaliacdo de acurécia, o teste que apresentou melhor desempenho foi o rt-PCR
(88,4%), demonstrando que esse método obteve resultados mais proximos da real prevaléncia
da esquistossomose. A reacdo de rt-PCR constitui-se num importante instrumento
diagnostico, principalmente no caso de doencas infecciosas, em razdo de sua capacidade de
detectar agentes infecciosas com maior sensibilidade e especificidade, sem que haja
necessidade de se encontrarem parasitas viaveis na amostra biolégica (HAAS e TORRES,
2016). De modo geral, considerando-se os parametros avaliados, o melhor desempenho

apresentado foi do método de rt-PCR.

Deve ser salientada a necessidade de aplicacdo rigorosa da metodologia e medidas de
controle de qualidade em todas as etapas das reacdes, evitando resultados falso-positivos ou
falso-negativos por contaminacdo. Esses criterios sdo requeridos para uma possivel aplicacéo
dos métodos em programas de controle, nos quais as decisbes ndo podem se basear em
resultados investigacionais (GOMES et al, 2009).

O maior desafio do uso dos testes moleculares em inquéritos epidemioldgicos é o
elevado custo das técnicas. O Kato—Katz, enquanto técnica parasitoldgica, ainda possui as
melhores condi¢Oes de eficacia associadas ao custo, porém os ensaios moleculares, como o rt-

PCR, podem apresentar uma alternativa a ser usada em conjunto com as técnicas
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parasitologicas, em &reas onde ha baixa intensidade de infec¢do, no intuito de evitar
resultados falso-negativos.

A PCR é uma reacdo comprovadamente sensivel, porém, se considerarmos que em
amostras com baixa carga parasitaria, 0s 0vos estdo presentes em baixa frequéncia ou apresentam-
se altamente agrupados no material fecal (GLINZ et al, 2010), nos deparamos com 0 mesmo
problema dos métodos parasitoldgicos, ou seja, a pouca quantidade de amostra utilizada para a
reacao e, portanto, a menor probabilidade de encontrar ovos na porcao especificamente utilizada
para producdo da lamina ou para extracdo de DNA.

Neste estudo, 0 POC-CCA apresentou um baixo desempenho nos parametros avaliados. O
teste é particularmente adequado para demonstrar com precisdo infeccbes moderadas a altas
de S. mansoni e pode ser considerado por outros autores como um método Util para
diagndstico em centros de salde periféricos e programas de controle da esquistossomose
(COELHO,2016), mas neste estudo ndo apresenta resultados precisos para triagem ou
diagnostico de infeccBes de baixa intensidade, dada a inconsisténcia dos resultados
apresentados.

Para o controle de transmissdo, avaliacdo clinica mais precisa e diagndstico, a
associacdao com o rt-PCR e o aumento do ndmero de laminas analisadas por individuo,
aumenta a sensibilidade da abordagem. Portanto, o estudo sugere que a associacdo dos
métodos de Kato-Katz e rt-PCR podem aprimorar o diagnostico da esquistossomose

mansonica, principalmente em areas de baixa endemicidade.
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CONCLUSOES

O POC-CCA avaliado neste estudo apresentou resultados inconsistentes, com baixa
acuracia.

Observamos correlacdo entre a intensidade de carga parasitaria e a intensidade de
coloracdo da reacéo no teste de POC-CCA.

O rt-PCR se mostrou uma alternativa vidvel para diagnostico da esquistossomose
mansoénica. Apesar do alto custo, 0 método poderia ser realizado em laboratérios de
referéncia.

A associacdo entre o método parasitoldgico de Kato-Katz e 0 método molecular de rt-
PCR aumenta sensibilidade, especificidade e acuracia do diagnostico da

esquistossomose mansonica.
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8. ANEXOS

8.1 ANEXO I: TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

FUNDAGCAO OSWALDO CRUZ E CENTRO MEDICO HOSPITALAR UNIVERSITARIO
CASE

Titulo do Projeto: A influéncia da ecologia local em doencas transmitidas pela agua
Investigadores Principais: Drs. Mitermayer Reis e Ronald Blanton

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Vocé/seu filho, a seguir designado por "vocé", estd sendo convidado a participar como
voluntario no projeto de pesquisa "A influéncia da ecologia local sobre doencas transmitidas
pela agua" a ser realizado pela Fundacdo Oswaldo Cruz em colaboracdo com a Case
Western Reserve University, EUA.

O objetivo desta pesquisa é contribuir para o entendimento da transmissao de um verme
conhecido com xistosa (Schistosoma mansoni), causa da doenca conhecida como "barriga
d'agua"; e para identificar os individuos infectados que podem se beneficiar do tratamento
com medicamentos. O estudo também examinara saneamento e seu impacto na saude.

Os procedimentos e exames que serdo realizados incluem: responder a questionario e
coleta de amostras de fezes em trés dias diferentes para a confirmagéo da infeccdo. Estes
procedimentos ndo envolvem qualquer risco para os participantes do estudo. Como
beneficio, todos os participantes que forem positivos nos exame de fezes para xistosa e
outros vermes receberdo um laudo e serdo tratados pelas autoridades locais. Conforme
disponibilidade de recursos, poderemos repetir os exames de fezes por um a trés anos.

Quaisquer duvidas que vocé deseja perguntar sobre a pesquisa serdo respondidas. Vocé
esta livre para se recusar a participar, bem como para retirar o seu consentimento a
gualguer momento. Sua participagdo é voluntaria e a recusa em participar ndo acarretara
qgualquer penalidade ou perda de beneficios.

Os investigadores sdo obrigados a nao revelar sua identidade em qualquer circunstancia.
Todos os dados coletados e os resultados dos exames serdo mantidas em sigilo e sé serdo
utilizados para os fins desta pesquisa. Vocé nao sera identificado em nenhuma publicacao
que possa resultar deste estudo.

N&o h& custo para vocé para a participagdo neste estudo. Também n&o esta previsto
nenhum tipo de ressarcimento neste estudo. Toda a medicacdo para tratamento dos vermes
sera gratuitamente fornecido pelas autoridades locais de salde.

Eu, abaixo assinado, declaro que concordo em participar / participacdo do meu filho neste
estudo. Recebi uma coépia deste formulario de consentimento e me foi dada a oportunidade
de ler e resolver minhas duavidas. Outra cOpia sera arquivada pelos pesquisadores para
comprovacao do consentimento.

Marque um “X” em participante ou guardido legal

Assinatura do participante ()

ou guardido legal ()

Nome do Participante (letra de forma) —
Impressao digital do
participante/ guardido legal
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do estudo

Local e Data

Eu ouvi e compreendi este termo de consentimento. Minhas perguntas foram respondidas e
concordo voluntariamente o paciente de quem eu sou legalmente responsaveis participa
neste estudo

Assinatura das testemunhas:

—7

Assinatura do pesquisador responsavel: 2 e 7 ? 7
Contato: Dr. Mitermayer G. dos Reis. Responsavel _pe/I'a pesquisa. Tel.: (71) 3176-2265 Fax.: (71)
3176-2289. '

-/

Compreenséo do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Margque um “X”, se Sim ou N&o. Sim N&o

Vocé entendeu o termo de consentimento?

Vocé tem alguma pergunta a respeito do estudo?

Perguntas

N6s vamos coletar suas fezes mais de uma vez?

Vocé tem que participar desse estudo?

Vocé pode se recusar a participar do estudo a qualquer momento?

Vocé tem que pagar para participar deste estudo?

Vocé vai receber dinheiro para participar no estudo?

NGs vamos manter suas informacdes pessoais em sigilo?

Vocé sabe onde encontrar nossos nimeros de contato se tiver alguma
questao?
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8.2 ANEXO II: TERMO DE ASSENTIMENTO PARA CRIANCAS DE 7 A 13
ANOS

FUNDAGCAO OSWALDO CRUZ E CENTRO MEDICO HOSPITALAR UNIVERSITARIO
CASE

Titulo do Projeto: A influéncia da ecologia local em doencas transmitidas pela dgua
Investigadores Principais: Drs. Mitermayer Reis e Ronald Blanton

O que é uma pesquisa?
Uma pesquisa € uma forma de descobrir novas informac6es sobre alguma coisa.
Criancas ndo precisam participar de um estudo de pesquisa se ndo quiserem.

Porque vocé esté sendo convidado a participar dessa pesquisa?
Vocé esta sendo convidado para participar de uma pesquisa sobre infeccao parasitaria.
Todas as pessoas de sua comunidade serdo convidadas a participar. O propésito desse
estudo é determinar como esses parasitas sdo mantidos na comunidade e como a
infecgdo retorna apos o tratamento.

Porque esse estudo esté sendo feito?
Os resultados desse estudo nos ajudardo a compreender onde e como as pessoas entram
em contato com a infec¢do e como as infecgOes retornam para o lugar onde as pessoas
foram tratadas. Ovos de parasitas serdo estudados para obter indica¢fes do porque a
infeccé@o ndo foi eliminada ou consegue retornar para sua comunidade.

Se vocé participar nesse estudo, 0 que acontecera com vocé?

Se vocé concordar em participar, nos iremos fazer algumas perguntas sobre vocé, sua
infeccé@o e seu tratamento. Se vocé ndo deseja responder alguma pergunta, vocé pode
pular essa questdo e ir para a proxima. Nos também coletaremos suas fezes por trés dias
diferentes. Se vocé tiver o parasita da esquistossomose ou outras infecces parasitarias,
vocé sera tratado com uma Unica dose de um ou dois tipos de medicamento. Se vocé
estiver infectado (a) com o parasita para esquistossomose nés também iremos solicitar
mais uma amostra de fezes apds o tratamento. VVocé pode ser contactado (a) para
responder um questionario e para uma amostra de fezes daqui a alguns anos.

Alguma parte do estudo doéi?
N&o ha riscos para a saude por oferecer essa informacdo ou amostra de fezes.

Esse estudo ajudara vocé?
Quando testarmos suas fezes, se houver uma infecgéo, alguém ira discutir isso com seus
pais e nos iremos informar aos médicos para que eles possam trata-lo.

Esse estudo ajudara aos outros?
Esse estudo pode descobrir coisas que ajudardo outras criancas e adultos com
esquistossomose no futuro.
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Meus pais sabem sobre esse estudo?
Esse estudo foi explicado para seus pais € eles disseram que nos poderiamos perguntar a
VOCé se Vocé quer participar. Vocé pode conversar sobre isso com seus pais antes de
decidir. Eles também podem participar do estudo.

Quem vera a informacéo coletada sobre vocé?
A informac&o coletada sobre vocé durante esse estudo sera guardada em um lugar
seguro. Ninguém sabera exceto as pessoas fazendo a pesquisa.

Vocé é obrigado a participar?
Vocé ndo € obrigado a participar nesse estudo. Ninguém aborrecera vocé se vocé ndo
quiser participar nesse estudo. Se vocé ndo quiser participar nesse estudo, vocé so
precisa nos dizer. A deciséo é sua. Vocé também pode pensar mais sobre 0 assunto antes
de decidir.

E se eu tiver duvidas?
Vocé pode perguntar qualquer coisa sobre esse estudo. Se vocé tiver alguma davida
posteriormente que vocé ndo se lembrou de tirar agora, vocé pode ligar para Dr. Reis
(responsével pela pesquisa) através do telefone (71) 3176-2205. Vocé também pode
pensar mais sobre sua participacao no estudo e conversar com seus pais sobre isso.

Outras informaces sobre o estudo:
Se vocé decidir participar do estudo, por favor, escreva seu nome abaixo. Vocé pode
mudar de idéia e deixar de participar em qualquer tempo. VVocé so precisa dizer as
pessoas que estdo a frente da pesquisa. Se vocé quiser, vocé pode ter uma copia desse
papel para guardar.

Escreva seu nome

Assinatura da crianca

Eu discuti essa pesquisa com usando uma linguagem
compreensivel e apropriada. Eu acredito que informei completamente ele / ela sobre a
natureza do estudo e seus possiveis riscos e beneficios. Eu acredito que o participante
entendeu essa explicacdo e consentiu sua participagao no estudo.

Testemunha Data
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8.3 ANEXO I1l: TERMO DE ASSENTIMENTO PARA ADOLESCENTES DE 14 A
17 ANOS

FUNDAGCAO OSWALDO CRUZ E CENTRO MEDICO HOSPITALAR UNIVERSITARIO
CASE

Titulo do Projeto: A influéncia da ecologia local em doencas transmitidas pela dgua
Investigadores Principais: Drs. Mitermayer Reis e Ronald Blanton

Nome do(a) adolescente

O que é uma pesquisa?
Uma pesquisa é uma forma de descobrir novas informacdes sobre alguma coisa.
Criancas ndo precisam participar de um estudo de pesquisa se ndo quiserem.

Porque vocé esta sendo convidado a participar dessa pesquisa?
Vocé estéd sendo convidado para participar de uma pesquisa sobre infecgdo parasitaria.
Todas as pessoas de sua comunidade serdo convidadas a participar. O propdésito desse
estudo € determinar como esses parasitas sao mantidos na comunidade e como a
infeccdo retorna ap6s o tratamento.

Porque esse estudo esta sendo feito?
Os resultados desse estudo nos ajudardo a compreender onde e como as pessoas entram
em contato com a infecgdo e como as infecgBes retornam para o lugar onde as pessoas
foram tratadas. Ovos de parasitas serdo estudados para obter indica¢fes do porque a
infeccdo ndo foi eliminada ou consegue retornar para sua comunidade.

Se vocé participar nesse estudo, 0 que acontecera com vocé?

Se vocé concordar em participar, nos iremos fazer algumas perguntas sobre vocé, seu
contato com a agua e qualquer tratamento para parasitas. Essas perguntas irdo ajudar-
nos a compreender onde e como as pessoas entram em contato com a infeccéo. Se vocé
ndo deseja responder alguma pergunta, vocé pode pular essa questdo e ir para a proxima.
Nos também coletaremos suas fezes por trés dias diferentes. O DNA do parasita sera
extraido dessas fezes e nd6s o usaremos para estudar o parasita, procurando por
indicacBes sobre porque este ndo é eliminado ou é capaz de retornar & sua comunidade.
Se voceé tiver o parasita da esquistossomose ou outras infeccdes parasitarias, vocé sera
tratado com uma unica dose de dois tipos de medicamento pelos agentes de saude locais
sob a supervisdo do Ministério da Salde. Esses medicamentos sdo padrdo para esse tipo
de infeccdo, em doses também padréo. Se vocé estiver infectado(a) com o parasita da
esquistossomose nos também iremos solicitar mais uma amostra de fezes apds o
tratamento. Vocé podera ser contatado(a) para responder a um questionario e coletar
uma amostra de fezes daqui a alguns anos.

Alguma parte do estudo d6i?
N&o ha riscos para a saude por oferecer essa informacgdo ou amostra de fezes.
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Esse estudo ajudara vocé?
Quando testarmos suas fezes, se houver uma infeccdo, alguém ira discutir isso com seus
pais e nos iremos informar aos medicos para que eles possam trata-lo.

Esse estudo ajudara aos outros?
Esse estudo pode descobrir coisas que ajudardo outras criancas e adultos com
esquistossomose no futuro.

Meus pais sabem sobre esse estudo?
Esse estudo foi explicado para seus pais e eles disseram que nos poderiamos perguntar a
VOCE se Vocé quer participar. Vocé pode conversar sobre isso com seus pais antes de
decidir. Eles também podem participar do estudo.

Quem vera a informacéao coletada sobre vocé?
A informacéo coletada sobre vocé durante esse estudo sera guardada em um lugar
seguro. Ninguém sabera exceto as pessoas fazendo a pesquisa.

Vocé é obrigado a participar?
Vocé ndo € obrigado a participar nesse estudo. Ninguém aborrecerd vocé se vocé nao
quiser participar nesse estudo. Se vocé ndo quiser participar nesse estudo, vocé sé
precisa nos dizer. A decisdo € sua. Vocé também pode pensar mais sobre o0 assunto antes
de decidir.

E se eu tiver davidas?
Vocé pode perguntar qualquer coisa sobre esse estudo. Se vocé tiver alguma davida
posteriormente que vocé nao se lembrou de tirar agora, vocé pode ligar para Dr. Reis
(responsavel pela pesquisa) através do telefone (71) 3176-2205. Vocé também pode
pensar mais sobre sua participacao no estudo e conversar com seus pais sobre isso.

Outras informaces sobre o estudo:
Se vocé decidir participar do estudo, por favor, escreva seu nome abaixo. Vocé pode
mudar de idéia e deixar de participar em qualquer tempo. Vocé sé precisa dizer as
pessoas que estdo a frente da pesquisa. Se vocé quiser, vocé pode ter uma copia desse
papel para guardar.

Assinatura do(a) adolescente Data

Testemunha Data



