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RESUMO

A tuberculose e as enteroparasitoses afetam predominantemente populagdes de baixo nivel
socio-economico, vivendo em condigbes habitacionais precarias de forma aglomerada. Um
dos aspectos interessantes dessa interagdo ¢ a influencia do parasitismo na reposta celular a
Mycobacterium tuberculosis agente causador da tuberculose (TB). O objetivo do estudo foi
avaliar a prevaléncia das enteroparasitoses em pacientes com tuberculose, infectados ou nio
pelo HIV e verificar a influéncia da presencga de helmintos na resposta ao teste tuberculinico
(TT) ¢ desfechos clinicos da tuberculose. Dos 607 prontuarios consultados, 327 individuos
preencheram os critérios de inclusio do estudo e ndo apresentaram critério de exclusdo. A
prevaléncia de enteroparasitas encontrada foi de 19,6%. Nao houve associagdo significativa
entre o resultado do TT e a presenga de helmintos, de protozoarios, nem positividade do EPF.
Nao houve diferenca significativa entre os desfechos clinicos dos individuos parasitados e nio
parasitados. Somente a variavel ecosinofilos apresentou associagdo estatisticamente
significante (p<0.001) com a presenga de helmintos. Ndo houve associagdo entre infecgio

helmintica e desfechos terapéuticos da TB nem entre parasitismo e resposta ao TT.

Palavras Chaves: Tuberculose, Parasitas intestinais, teste tuberculinico e desfechos clinicos.



Silva Neto, I.. M. Enteroparasitosis Prevalence and Parasitism Influence in Clinical
Outcomes of Tuberculosis Patients with or without HIV Co-Infection in a Reference
Hospital in Rio de Janeiro (2000-2006). Rio de Janeiro, 2008. Dissertation of Master Degree
in Clinical Research in Infectious Diseases at Evandro Chagas Clinical Research Institute

ABTRACT

Tuberculosis and intestinal parasites affect primarily low social and economic level
populations, living clustered in precarious habitational settings.  One of the interesting
aspects of this interaction is the parasitism influence in cellular response to tuberculosis. In
the present study, we evaluated the prevalence of enteroparasitosis in tuberculosis patients,
HIV-infected and non HIV infected, and we observed the influence of helminth presence in
the response to tuberculin skin test (I'ST) and tuberculosis clinical outcomes. From 607
clinical records reviewed, 327 individuals met the study inclusion criteria and did not present
any exclusion criteria. The prevalence of enteroparasites observed was 19.6%. There was no
significant association among TST result and the variables related to the presence of:
helminthes, protozoa, and stool test for parasites result (p>0.5). We may observe that there is
no significant difference (p>0.05) between the clinical outcome curves of parasited and non
parasited individuals. Solely the variable “cosinophils™ presents a statistically significant
association (p<0.001) with helminthes, all other associations are considered not significant.
Our findings neither show an association between helminthic infection and a favorable

tuberculosis outcome, nor between parasitism and TST response.

Key-words: Tuberculosis, Intestinal Parasites, Tuberculin Skin Test, clinical outcome.
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1. INTRODUCAO

1.1 HISTORIA DA TUBERCULOSE

A tuberculose (TB), também conhecida como peste branca, foi a principal causa de
mortes no final do século XIX e inicio do século XX, e continua sendo a infecgo mais
importante causadora de mortes em adultos no mundo, por um Unico agente infeccioso
(Bertolli, 2001). Descrita, provavelmente, pela primeira vez em textos indianos, a tuberculose
pulmonar & conhecida desde os tempos de Hipocrates, como tisica (Bertolli, 2001). A analise
de registros historicos de diversas civilizagdes, incluindo o estudo detalhado de mumias
(DONOGHUE et al., 2004), indicam que a tuberculose acompanha o homem desde a
antiguidade. No Brasil, acredita-se que esta doenga tenha sido introduzida com a vinda de
portugueses e missionarios jesuitas, ja a partir de 1500 (Trabulsi, 2005).

O bacilo causador da doenga, Mycobacterium tuberculosis foi deserito em 24 de margo
de 1882 por Robert Koch. Ele recebeu, em 19035, o Prémio Nobel de medicina por sua
descoberta. Koch nio acreditava que as tuberculoses bovina ¢ humana fossem similares, o que
impediu o reconhecimento do leite infectado como fonte da doenga. Mais tarde, esta fonte foi
eliminada gracas a pasteurizagio (Trabulsi, 2005).

Em meados do século XIX (1860), a medicina associava a tuberculose diretamente as
condigdes de miséria em que vivia a populagio. A grande preocupagio, em termos de saude
publica, estava na destruigio dos corticos e na recuperagdo da zona urbana da cidade
(Gongalves, 2000).

Até o final do século XIX, acreditava-se também que a tuberculose estava
intrinsecamente ligada a hereditariedade e as condigdes de vida, como habitagido ¢ trabalho. A
nocio da doenga implicava em heranga de morte, pois nessa época a cura inexistia.Em paises
europeus, a imagem de um "tuberculoso" estava associada a idéia de sensibilidade as artes, ao
amor, ao refinamento dos sentimentos e passou a ser, no século XIX, uma forma valorizada
de estética. Visava-se "aparecer" ¢ a aparéncia fisica tornou-se um valor importante naquele
contexto (Gongalves, 2000).

Porém, ao final do século XIX, na Europa, houve a reconstrugdo da imagem da
tuberculose; a concepgio romantica deu lugar a compreenséo social da doenga, com sua maior
incidéncia nas classes trabalhadoras (Gongalves, 2000).

No Brasil, a percepgio da tuberculose como doenga social firmou-se neste século,

estando presente no discurso médico, respaldado pelos dados estatisticos. Estes indicam de



forma incontestavel, desde o inicio do século, uma maior incidéncia de tuberculose junto as
classes populares, em virtude das precarias condigdes de vida, aspecto obscurecido na "tisica
romantica”. Apesar da associagdo da doenga as condigdes de vida, percebe-se que as
orientagdes para o controle da tuberculose, ao longo deste século, assumiram o fator bioldgico
como seu principal determinante, sustentadas por um saber técnico-cientifico que se
desenvolveu progressivamente (Fernandes, 1993).

Ao longo do século XX, a formulagdo ¢ implementagdo das politicas de controle da
tuberculose foram assumidas por instituigdes estatais e filantropicas que atuaram, de forma
diferenciada, no decorrer do periodo. Nas duas primeiras décadas, as instituigdes filantropicas
tiveram papel relevante na difusdo ¢ aplicagdo das idéias preconizadas para o combate a
tuberculose. Destacou-se, no Rio de Janeiro, a Liga Brasileira contra a Tuberculose, fundada
em 1900, como resultado de um movimento de médicos e intelectuais convencidos de que néo
podiam se omitir no combate a doenca que causava tdo alta letalidade, principalmente na
capital federal. A Liga, até 1907, criou dois dispensarios ¢ desenvolveu um intensivo trabalho
de propaganda sobre o problema da tuberculose e os meios para minimiza-lo. Nesse sentido,
em 1913, passou a publicar sistematicamente uma revista, e em 1921, iniciou a publicagdo do
Almanaque. No ano de 1927, criou o Preventorio Rainha Dona Amélia, destinado aos filhos
de tuberculosos. Em varios estados brasileiros criaram-gse também ligas contra a tuberculose
que foram, durante esse periodo, as Unicas instituigdes que implementaram uma politica de
combate a doenca (Fernandes, 1993).

O primeiro sucesso genuino de vacinagdio contra a tuberculose foi desenvolvido a
partir de linhagens atenuadas da tuberculose bovina, e criado por Albert Calmette ¢ Camille
Guerin em 1906, a vacina BCG (Bacilo de Calmette ¢ Guerin). Ela foi usada pela primeira
vez em humanos em 18 de julho de 1921 na Franca, apesar de arrogancias nacionais terem
impedido a disseminagdo de seu uso, seja nos EUA, Reino Unido ou Alemanha até o final da
Segunda Guerra Mundial (Grange, 1983).

No contexto da década de 1930, consolidou-se¢ a incorporagio institucional de novas
tecnologias, como a vacina BCG, a baciloscopia, a abreugrafia, o pneumotorax e outras
cirurgias toracicas. Nesse periodo, ocorreu também o inicio da especializagdo académica em
tisiologia, em que se destacou o curso organizado por Clementino Fraga na Faculdade de
Medicina do Rio de Janeiro (Fernandes, 1993).

A descoberta da quimioterapia antibidtica especifica, a partir da década de 1940, iria

alterar mundialmente, de forma bastante radical, o perfil epidemioldgico, a agio institucional



e o conhecimento cientifico em relagdo a tuberculose, além de repercutir nas representagdes
sobre a doenga (Fernandes, 1993).

A introdugao da estreptomicina ¢ esquemas triplos (estreptomicina, hidrazida ¢ acido
paraminossalicilico) no tratamento da enfermidade; a vacina BCG; o empenho dos
dispensarios em obter, através da educagiio sanitaria, a adesdo dos pacientes aos tratamentos
prolongados; a abreugrafia no rastreamento em massa dos individuos que ja disseminavam a
doenga mesmo antes de serem identificados como doentes; a pesquisa da imunidade
individual por meio do teste de Mantoux — aplicagdo subcutinea de PPD (derivado de
protéico purificado do Mycobacterium tuberculosis), que podia expressar a infeccio pelo
bacilo da tuberculose quando, no local de aplicagio, resultasse um nodulo, dependendo de sua
dimensio. Esses, dentre outros, poderiam ser lembrados como marcos dos esforgos de
assisténcia e controle dirigidos a tuberculose, de meados do século em diante (Antunes,
2000).

Apesar de ter ocorrido inicialmente uma queda acentuada dos indices de mortalidade
pela doenga, o uso irregular dos antibidticos ocasionou o surgimento de bacilos resistentes as
drogas. O aprofundamento de estudos e experimentagbes utilizando a associagdo desses
medicamentos e a descoberta de novos quimioterapicos, acompanhados por pesquisas no
campo da microbiologia, possibilitaram a superagdo da resisténcia bacteriana naquela época.
A Unido Internacional contra a Tuberculose promoveu, a partir de 1961, investigagdes sobre o
uso desses quimioterapicos envolvendo diversos paises, inclusive o Brasil, que resultaram em
avangos terapéuticos significativos (Fernandes, 1993).

Como conseqiiéncia, nas décadas seguintes, paulatinamente, foram sendo desativados
os sanatorios ¢ a grande maioria dos hospitais destinados a tuberculose, que também
passaram a atender outras areas da medicina ou mesmo alteraram seu setor de atuacio
(Fernandes, 1993).

O periodo mais recente, a partir do inicio da década de 1980, parece ndo ter sido
menos prodigo na produgido de conteudos significativos distintivos da TB. O surgimento da
HIV/AIDS promoveu rapidamente uma profunda modificacio no panorama epidemiologico
das doengas infecciosas em todo o globo e, sua associagio com a tuberculose especialmente,
propiciou condigdes para o recrudescimento da mortalidade provocada pela doenga
(Raviglione, 1995). As condigdes favoraveis ao surgimento e disseminagio de cepas de M.
tuberculosis resistentes as drogas aplicadas em sua terapéutica passaram a dificultar o
controle da doenga. A consolidagdo de grandes centros urbanos, em todas as regides do pais,

reforgou antigas preocupagdes ante a associagdo da enfermidade com a privagdo e a



iniquidade social, com os movimentos migratorios, com as precarias condi¢gdes de habitagio
nas cidades e com a baixa efetividade dos programas de assisténcia ¢ controle (Antunes,

2000).

1.2 A DOENCA, SEU AGENTE ETIOLOGICO, DIAGNOSTICO E TRATAMENTO

Em 1882, o cientista alemido Robert Koch apresentou a comunidade cientifica o
isolamento ¢ forma de cultivo de AMycobacterium tuberculosis, a partir de tubérculos
(granulomas) macerados, identificando-o como o agente etioldgico da tuberculose. O género
Mycobacterium compreende microrganismos em forma de bastdo, com dimensdes de 0,2-0,7
x 1,0-10 um, que ndo possuem flagelos, ndo formam esporos e ndo possuem capsula (Ducati,
2005).

A tuberculose humana é uma doenga infecciosa e contagiosa causada principalmente
por Mycobacterium tuberculosis, uma micobactéria patogénica e aerobia que infecta
predominantemente os pulmdes. A progressio da infec¢lo por M. tuberculosis é regulada pelo
sistema imune do hospedeiro ¢ pode resultar em: imediata eliminagdo micobacteriana,
laténcia desenvolvimento de doenga ativa (Ducati, 2006).

A principal maneira de transmissio da-se através de particulas infectantes
provenientes da arvore respiratoria langados no ambiente através da tosse. Em pacientes com
tuberculose ativa, a tosse caracteriza sintomas de inflamag¢do pulmonar, além de ser o
principal mecanismo de disseminagio do microorganismo para novos hospedeiros. Esses
expelidos pela tosse, espirro ou perdigotos sdo propelidos do pulmio para o ar formando
aerossois que podem permanecer em suspensdo durante horas, caracterizando-a por sua alta
contagiosidade (Trabulsi, 2005).

A pesquisa bacteriologica ainda ¢ o método de escolha, quer seja para o diagndstico,
quer seja para o controle da eficacia do tratamento da TB. Esse mesmo método permite,
também, a identificacdo da principal fonte de transmissio da doenga, o paciente bacilifero. O
diagnostico da tuberculose pode ser realizado através da pesquisa dos bacilos em amostras de
espécimes clinicos (escarro, liquor, lavado bronco-alveolar, liquido pleural, linfonodos, etc)
através de exame microscopico (baciloscopia) ou através do isolamento dos mesmos em
cultura. Apesar da baciloscopia ser a forma mais rapida, simples ¢ de menor custo para se
diagnosticar a doenga causada por micobactérias, sua sensibilidade ¢ baixa, visto que apenas
55.3% dos casos de doenga pulmonar sdo detectados por este método (Ferreira, 2005). Por

outro lado, a cultura convencional, em meio sdlido, tem sensibilidade ¢ especificidade



superiores as da baciloscopia, mas requer de 3 a 6 semanas para a detec¢iio do crescimento do
bacilo nos casos positivos. Entretanto, a cultura ¢ ainda o uUnico recurso bacteriologico
disponivel para a identificagdo da espécie, analise fenotipica de resisténcia a drogas anti-
tuberculose e como fonte de material bioldgico (cepas) para estudos de epidemiologia
molecular (GARG, 2003)

O tratamento quimioterapico padrido proposto pela OMS baseia-se na terapia de curta
duragio diretamente observada conhecida como DOTS, sigla inglesa para Directly Observed
Treatment Short-course (Tratamento supervisionado de curta duragio). O tratamento padrio
atualmente recomendado pela OMS para o controle da tuberculose no mundo consiste na
administragdo combinada das drogas isoniazida, rifampicina, pirazinamida e etambutol
durante os dois primeiros meses, seguida por uma combinagio de isoniazida ¢ rifampicina por
mais quatro meses (WHO, 2008) no Brasil o uso do etambutol & opcional (Silva, 2004).

No entanto, devido a longa duragio do tratamento e os efeitos colaterais associados as
drogas, a adesdo ao tratamento torna-se mais baixa levando ao abandono contribuindo dessa
forma para a reducio da efetividade, o que levou a OMS a investir em medidas de adesdo
universal ao tratamento o que resultou na melhoria da adesdo ao tratamento em muitos centros
(WHO, 2008). As recomendagdes para tratamento de pacientes HIV positivo sdo semelhantes

aos de pacientes HIV negativo (Trabulsi, 2005).

1.3 EPIDEMIOLOGIA DA TUBERCULOSE

A tuberculose ¢ um importante problema de saude publica mundial, afetando
especialmente paises em desenvolvimento. A gravidade dessa situagdo esta intimamente
ligada ao aumento da pobreza, a ma distribuigdo de renda ¢ a urbanizagio acelerada. Este
quadro contribui para a manutengio da pobreza, pois, como a AIDS, a tuberculose atinge,
principalmente, individuos que poderiam ser economicamente ativos. A epidemia de
HIV/AIDS ¢ o dificil controle da tuberculose apontam para a necessidade de medidas
enérgicas ¢ eficazes de sande publica (HIJJAR, 2001)

Estima-se que cerca de 1,7 bilhdes de individuos em todo o mundo (cerca de 30% da
populagdo mundial) estejam infectados por Mycobacterium tuberculosis (FUNASA, 2003).
Com o surgimento, em 1981, do HIV/AIDS, vem-se observando, tanto em paises
desenvolvidos como nos em desenvolvimento, um crescente niimero de casos notificados de

tuberculose em pessoas infectadas pelo HIV. A associagdo (HIV/TB) constitui, nos dias



atuais, um sério problema de satde publica, que levou a um aumento da morbidade e
mortalidade pela tuberculose, em muitos paises (WHO 2008).

O ano de 2005 totalizou 1,6 milhdes de Obitos por tuberculose em todo o mundo,
incluindo 195 mil associados ao HIV (WHO, 2007). Uma em cada trés pessoas infectadas
com HIV esta co-infectada com M. tuberculosis (Global Alliance for Tuberculosis Drug
Development, 2005), pois o virus aumenta a suscetibilidade a infecgdo e o risco de evolugio
da infecgio para doenga a medida que o estado de imunossupressido avanga (WHO, 2004,
FUNASA, 2003). O Brasil ¢ o 15° pais com a maior incidéncia de tuberculose no mundo
(WHO, 2007) com 80.632 casos da doenga em 2005. No mesmo ano, a cidade do Rio de
Janeiro apresentou uma taxa de incidéncia de tuberculose de 92,22 casos/100 mil habitantes

(DATASUS, 2008).

1.4 O SISTEMA IMUNOLOGICO NA TUBERCULOSE

A resposta imune ¢ a principal responsavel pela defesa contra a infecgdo pelo bacilo da
tuberculose. Entretanto, em infecgdes micobacterianas, a resposta imunoldgica do hospedeiro
também esta associada aos danos teciduais, devido a formagdo de granulomas ¢ necrose.
Varios dos sintomas da tuberculose, incluindo a destruigdo tecidual, que eventualmente
liquefaz porgdes infectadas do pulmao, sdo preferivelmente mediados pela resposta imune do
hospedeiro contra o bacilo em vez da viruléncia bacteriana propriamente dita (Trabulsi,
2005).

O controle imunologico dessa infecgio ¢ baseado na resposta imune celular, mediada
predominantemente por células CD4 Thl. A produgdo de I1.-12 por macrofagos e células
dendriticas ¢ induzida apds a fagocitose do bacilo por essas células ¢ direciona o
desenvolvimento da resposta Thl com produgio de IFN-y, que ¢ a citocina crucial para o
controle da infeccio (Ladel et al., 1997; Henderson; Watkins; Flynn,1997). Na tuberculose, o
IFN-y é produzido por linfécitos T CD4", linfécitos T CD8', células NK bem como por
macrofagos (Orme et al., 1992; 1993; Barnes et al., 1993; Fenton et al., 1997, Lyadova ¢t al.,
1998; Lalvam et al., 1998; Schluger; Rom, 1998; Serbina; Flynn, 1999). A fungio principal
do IFN-y ¢ ativar o macrofago infectado e dessa maneira, induzir que esta célula exerga seu
papel microbicida, pela ativagdo da produgdo de reativos de oxigénio e de nitrogénio,
necessarios para a eliminagdo do bacilo (Schulger; Rom, 1998; Flynn; Chan, 2001). Além
disso, o IFN-y estimula o macrdéfago a liberar TNF-a, citocina importante para a formagéo do

granuloma e para o controle da extensdo da infec¢io (Flynn et al., 1995; Roach et al., 2002).



1.5 AS ENTEROPARASITOSES

Interagdo ecologica entre individuos de espécies diferentes, em que os parceiros
(hospedeiro e parasito) estabelecem entre si relagdes intimas e duradouras com certo grau de
dependéncia metabdlica. Geralmente o hospedeiro proporciona ao parasito todos ou quase
todos os nutrientes ¢ as condig¢des fisiologicas requeridas por este. Um processo de adaptagio
reciproca, de compatibilidade ou de baixa viruléncia do parasitismo, asseguram a
sobrevivéncia de ambas as espécies. O parasito s6 podera seguir existindo se nao destruir toda
a populagio de seus hospedeiros ou ndo impedir a reprodugiio destes; caso contrario a espécie
parasitaria desapareceria (Rey, 2001).

A prevaléncia das infecgdes helminticas no mundo, no Brasil ¢ no Rio de Janeiro nio é
completamente conhecida, visto que esta doenga ndo ¢ de notificagio obrigatoria. Os dados
que indicam a prevaléncia da infecgdo por helmintos sfo obtidos de estudos realizados
isoladamente.

Os helmintos intestinais sdo causa de significativa morbidade em humanos. Estima-se
que mais de 1 bilhdio de pessoas no mundo estio parasitadas por pelo menos uma espécie de
helminto (Bethony et al., 2006). A cada ano ocorrem cerca de 65 mil Obitos decorrentes das
infec¢des por ancilostomideos, 60 mil associados a infecgdo por Ascaris lumbricoides ¢ 70
mil em razao das formas invasivas de Entamoeba histolytica (WHO, 2002). Os helmintos
estdo presentes em mais de 25% da populacio mundial e mais de 40% ocorrem em criangas
em paises de baixa renda (Elias, 2006).

Seguem abaixo alguns dados de enteroparasitoses no Brasil realizados através de
publicagdes que refletem, em sua maioria, a realidade de pequenas localidades, tornando-se
dificil uma visdo abrangente. Sdo apresentadas freqiiéncias pontuais em diferentes
populagdes: 55,1% em pacientes idosos em 1997, em Jodo Pessoa (PB); 11,5% em pacientes
de um laboratorio em 2004, na Paraiba do Sul (RJ); 30,9% em pacientes ambulatoriais de um
hospital em 20035, Porto Alegre (RS) ¢ 66,1% em criangas ¢ adolescentes do sertido baiano em
2006; e 88,6%, 85,%, 70,5% ¢ 21,3% em criangas, respectivamente de Guagui (ES) em 2006,
de Neopolis (SE) em 2005, de Lages (SC) em 2004 ¢ de Presidente Prudente (SP). Campos ¢
cols. em um estudo multicéntrico realizado em 10 estados, em escolares de 7 a 14 anos,
estimaram um indice de positividade de 55,3% para algum tipo de enteroparasitose, sendo as

de distribuigdo mais freqliente: ascaridiase, tricuriase ¢ giardiase (Basso, 2008).



O crescimento desordenado dos centros urbanos, com o estabelecimento de
comunidades marginais com elevada densidade populacional, desprovidas de infra-estrutura
sanitaria minima ¢ com baixo nivel educacional, cria condigdes otimas para a transmissao de
helmintos e enteroprotozoarios (Savioli et al., 1992).

Além da mortalidade em casos extremos, as enteroparasitoses afetam o equilibrio
nutricional, interferem na absorgdo de nutrientes, induzem sangramentos, reduzem a o apetite
resultando muitas vezes numa perda ponderal ¢ causam complicagdes, como obstrugao
intestinal ¢ anemia levando a alteragdes imunologicas diminuindo a eficiéncia da resposta
imune especifica facilitando o estabelecimento de infec¢des bacterianas (Wade et al, 2004;
Savioli et al., 1992), como por exemplo, a tuberculose. Verificamos a prevaléncia de
enteroparasitoses em estudos realizados no Brasil onde o parasito mais freqiiente foi S.
stercoralis (Co, 2006; Tristdo, 2002), diferindo de outros estudos realizados na Etiopia, onde
os parasitos mais freqlentes foram Ascaris lumbricoides, ancilostomideos, Trichuris trichiura

¢ Strongyloides stercoralis, (Elias, 2001, Kassu, 2004).

1.6 O SISTEMA IMUNOLOGICO NAS ENTEROPARASITOSES

A resposta imune tipica induzida pelos helmintos intestinais ¢ dependente de células
Th2, resposta que envolve produgio de 11.-4, I1.-5, I1.-10 e I1.-13, assim como a producéo de
IgE e a mobilizagdo e expansdo de células efetoras especificas, como mastocitos, eosindfilos e
basdfilos (Abbas, 1996).

Os helmintos podem modular a atividade inflamatoria celular produzindo fatores que
interferem na atividade dos linfocitos e dos anticorpos, ou seja, os parasitos modificam a
resposta imune efetora. Por exemplo, parasitas como Ancylostoma caninum produzem um
fator inibidor de adesdo de neutrdfilo, enquanto Trichinella spiralis produz uma glicoproteina
que inibe algumas fungdes dos neutrofilos (Bruschi, 1997).

Outro fator associado as infestagdes helminticas ¢ o aumento dos niveis de IgE ¢ a
eosinofilia que sdo também observados nas reagdes alérgicas. Um estudo de Schneider et al.,
(2002) mostrou que onde as alergias sdo raras, o aumento total de IgE ¢ a eosinofilia estio
associados com as doengas helminticas. Yamamoto e colaboradores (2000) compararam a
infecgiio intestinal por A. lumbricoides ¢ T. trichiuria entre criangas e observaram um

aumento dos niveis de IgE causados por esses parasitos.



2. JUSTIFICATIVA E IMPORTANCIA DO ESTUDO

Apesar de varias hipdteses terem sido levantadas nos Gltimos anos sobre o impacto do
parasitismo nas doengas infecciosas, poucos sdo os estudos realizados para avaliar essas
hipoteses e melhorar a compreensiio sobre a relagdo do parasita com outros organismos
intracelulares tais como virus, fungos e micobactérias. A tuberculose afeta
predominantemente populagdes de nivel sdécio-econdmico precario, vivendo em condigdes
habitacionais de baixo padrio, de forma aglomerada, sem saneamento basico disponivel ¢
com alta prevaléncia de enteroparasitoses (FUNASA, 1993). Essa co-infeccio (TB e
enteroparasitoeses) podem colaborar para a maior gravidade do quadro clinico de tuberculose,
principalmente através de alteragdes do tipo de resposta imune.

As infecgdes helminticas induzem resposta imune do tipo TH2, enquanto que resposta
imune contra TB ou HIV apresentam um perfil tipo THI1. Infec¢des helminticas cronicas
causam um aumento da resposta TH2, aumentando a susceptibilidade a TB ¢ HIV e a
progressdo das duas doengas. Assim, infecgdes por helmintos com dominio de resposta TH2
parecem contribuir para um aumento da incidéncia de TB nas populagdes do terceiro mundo
(Bentwich et al, 1999).

Consideramos que um estudo em pacientes com diferentes formas clinicas de
tuberculose com HIV/AIDS, possa contribuir para o conhecimento da associagdo dessas
parasitoses com desfechos clinicos de importancia na TB ¢ no resultado de testes diagnosticos
baseados na resposta imune do hospedeiro.

Dados originados dessa abordagem poderdo ser importantes para intervencio direta
nos pacientes atendidos no IPEC e, talavez, na rede publica do pais. Procedimentos simples
como o diagnoéstico ¢ tratamento das enteroparasitoses poderiam beneficiar o paciente, a

populagdo e o sistema de satude.

3. OBJETIVO GERAL

Avaliar a associagdo entre a presencga das enteroparasitoses e os desfechos clinicos de

pacientes com tuberculose, infectados ou ndo pelo HIV, atendidos no IPEC entre 2000 ¢ 2006.
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3.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar a prevaléncia de enteroparasitoses em pacientes com tuberculose
infectados ou ndo pelo HIV;

2. Comparar a resposta ao teste tuberculinico em pacientes com e sem enteroparasitos;

3. Analisar fatores socio-demograficos, clinicos ¢ laboratoriais associados a
comorbidade (TB/HIV e enteroparasitas),

4. Verificar a influéncia das enteroparasitoses na evolugdo da TB.
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Prevaléncia de enteroparasitoses e influéneia do parasitismo nos desfechos
clinicos dos pacientes com tuberculose, co-infectados ou nédo pelo HIV,
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Abstract

Tuberculosis and intestinal parasites affect primarily low social and economic level
populations, living clustered in precarious habitational settings. One of the interesting aspects
of this interaction is the parasitism influence in cellular response to tuberculosis. In the
present study, we evaluated the prevalence of enteroparasitosis in tuberculosis patients, HIV-
infected and non HIV infected, and we observed the influence of helminth presence in the
response to tuberculin skin test (TST) and tuberculosis clinical outcomes. From 607 clinical
records reviewed, 327 individuals met the study inclusion criteria and did not present any
exclusion criteria. The prevalence of enteroparasites observed was 19.6%. There was no
significant association among TST result and the variables related to the presence of:
helminthes, protozoa, and stool test for parasites result (p=0.5). Considering the survival of
this cohort, we may observe that there is no significant difference (p>0.05) between the
survival curves of parasited and non parasited individuals. Solely the variable “eosinophils™
presents a statistically significant association (p<<0.001) with helminthes, all other associations
are considered not significant. Our findings neither show an association between helminthic
infection and a favorable tuberculosis outcome, nor between parasitism and TST response,
unlike other in vitro studies. Apparently, experimental data do not correspond to the clinical

findings.

Key-words: Tuberculosis, Intestinal Parasites, Tuberculin Skin Test, Survival.
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Introduction

Human tuberculosis is an infectious and contagious discase caused primarily by the
Mycobacterium tuberculosis, an acrobic pathogenic mycobacterium infecting primarily the
lungs. The progression of M. tuberculosis infection is ruled by the host’s immune system, and
may result in: Immediate elimination of the mycobacterium, latency or immune system
failure, leading to the development of active disease [1].

The year of 2005 totaled 1.6 million of deaths by tuberculosis all over the world, including
195,000 with HIV co-infection [2]. One out of three HIV infected individuals has A4,
tuberculosis co-infection [3], due to the increase of susceptibility to infection and risk to
disease progression caused by immunodeficiency [4, 5]. Brazil is the 15 country in highest
number of tuberculosis (TB) cases [2]. In 20035, the number of cases was 80,632, In the same
year, the city of Rio de Janeiro presented an incidence rate of tuberculosis of 92.22
cases/100,000 individuals, and the state has the highest incidence in Brazil [6].

Parasitic infections affect the nutritional status of the individual leading to immunological
alterations that promote a decrease in the efficacy of the immune response, favoring the
occurrence of other bacterial infections [7]. Tuberculosis and enteroparasitosis affect
primarily low social and economic level populations, living clustered in precarious
habitational settings [5].

It is estimated that in the world approximately 3.5 billion people are infected by parasites,
among which 450 million would be symptomatic, mostly children. Each year approximately
65,000 deaths occur due to Ancylostomidae, 60,000 associated with Ascaris lumbricoides
infection and 70,000 due to Entamoeba histolytica invasive forms [8]. A study in Brazil
showed a 55.3% prevalence of enteroparasites in children, most of them polyparasited [9].
One of the interesting aspects of this interaction is the parasitism influence in cellular

response to M. tuberculosis. Some in vitro studies sugested that parasited individuals had less
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effective cellular response compared to non parasited [10, 11], while other authors did not
find any relation between parasitism and a positive result to tuberculin skin test (TST) in
parasited individuals [12].

In the present study, we evaluated the prevalence of enteroparasitosis in tuberculosis patients,
HIV-infected and non HIV infected, and we observed the influence of helminth presence in

the response to TST and tuberculosis clinical outcomes.

Patients and Methods

Region, Study Population and Time Period Studied

A review of 607 clinical files of patients from the Laboratorio de Pesquisa Clinica em
Micobacterioses (LPCM) at the Instituto de Pesquisa Clinica Evandro Chagas (IPEC) from
Fundagao Oswaldo Cruz (Fiocruz) was performed, from 2000 to 2006.

Patients with any tuberculosis presentation, determined by bacilloscopy and/or culture were
included. In non confirmed cases, those who presented clinical criteria associated to a positive
therapeutic proof were selected [13]. Patients that did not have stool tests for parasites were

excluded.

Variables Selected for the Study

Variables selected for the study were: demographical (sex, age, occupation, and education),
clinical (tuberculosis clinical presentation, treatment outcomes), and laboratorial (white blood
cell and eosinophils counts, TST, and CD4). In the association with individuals® social class
and tuberculosis, and presence of enteroparasitosis we have verified that the information
“occupation” would not be suitable, as the activities are much diversified. Most occupations

ranged from housekeeping, maids, servants, cleaner, among others. Therefore, in this study



17

preference was given to analyze the relation between enteroparasitosis and social class

through a proxy with educational degree.

Techniques used in Stool Tests for Parasites
The stool tests for parasites were performed at the Laboratorio de Parasitologia from IPEC,

and the techniques performed were: Kato Katz [14], Ritchie [15], and Baermann-Moraes [16].

Diagnostic criteria
HIV infection was determined by ELISA anti-HIV tests in two different blood samples,

confirmed by an immunofluorescence assay or a Western blot [17].

Data analysis

Initially, an exploratory analysis of the data was performed through description of
frequencies, measures of central tendency and dispersion.

The association among categorical variables was verified through Pearson’s chi-square test
for independence (%2), or by a correction named Fisher's exact test if the table was formed by
two lines and two rows. P-values <0.05 indicated statistically significant associations among
the variables.

To verify the normality of continuous variables, Kolmogorov-Smirnov test was used, whose
P-value (p<0.05) corresponding to rejection of normality. Because of rejection of normality
nonparametric tests were used. Mann-Whitney nonparametric test was used to verify
differences between the continuous variable (eosinophils) distributions in both groups (TST
result, anti-HIV test, presence or absence of helminthes and protozoa in stool tests for

parasites).
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Nonparametric Kaplan-Meier model was used to evaluate survival, related to tuberculosis
treatment outcomes (favorable/unfavorable), and for the presence of some parasites. Thus,
variables related to helminthes occurrence, protozoa occurrence, and specifically
strongyloidiasis occurrence were tested.

If the variable presents a survival curve substantially different to the occurrence when
compared to the absence, we could claim that the factor being tested is an important predictor
of TB progression. Another way of stating this consists in applying Peto and Log-rank tests.
P-values <0.05 would indicate that, statistically, the two survival curves differ significantly.
To describe which factors have an impact in helminthes and protozoa occurrence in
tuberculosis patients, two models of logistic regression were performed. In the first model,
helminthiasis occurrence was used as the outcome, while in the second model protozoa
occurrence was used as the outcome. As selection criterion for the variables to both models,
the variables related to the outcome by theorical relevance were used. However, to decrease
the number of variables in the multivariate model, the variables with P-value < 0.2 in the
Type I Anova test and in the Wald statistic test were selected. This significance level was
used because of small number of variables attain at 5% significance level. At last, the two
final models are described, with their respective odds ratio (OR) and 80% confidence
intervals.

The analysis was performed in the statistic software Statistical Package for Social Sciences
(SPSS) wversion 16.0. Survival and logistic models were performed with the software R

version 2.6.0.

Ethical Aspects
The project was approved by the Institutional Review Board from the Instituto de Pesquisa

Clinica Evandro Chagas.
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Results

From 607 clinical records reviewed, 352 individuals met the study inclusion criteria and did
not present any exclusion criteria. Other factors contributed to case exclusions, such as:
diagnostic change, transfer to another hospital, absence of initial or end dates for the
treatment. From the 607 clinical files reviewed, 327 were analyzed. Sociodemographic and
clinical factors from the studied series are presented in Table L

The prevalence of enteroparasites observed was 19.6%. Helminthes and protozoa prevalence
in investigated patients were 10.1% and 9.8%, respectively. The frequencies of parasites
found were: S. stercoralis (7.3%), E. histolytica (3.0%), and G. lamblia (2.7%). From seven
polyparasitism cases, five occurred among protozoa, two among helminthes, and one in both.

The prevalence of enteroparasitosis was similar in both sexes (P=0.251).

Association between Sociodemographic and Clinical/Laboratorial Factors

Low educational level was observed among analyzed patients, most (43.6%) was illiterate or
had incomplete fundamental school, on the other hand, solely 8% attend or attended
graduation schools.

There were no significant associations between the underlying disease (IB or HIV/TB),
educational degree and age range according to stool test for parasites (P=0.399; 0.945 and
0.902). In addition, there was no significant association among TST result and the variables
related to the presence of: helminthes, protozoa, and stool test for parasites result (2>0.5).

A significant association between cosinophils count and the stool test for parasites result and
helminthes presence or absence was observed. The association between the eosinophilia and
the presence of helminthes was significant both for HIV-negative TB cases (P=0.001) and for
HIV-positive TB cases (P-0.000). Among HIV-negative TB patients presenting eosinophilia,

23.7% had helminthes vs. 45.2% of HIV-positive TB patients presenting cosinophilia.
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Considering the survival of this cohort, we may observe that there is no significant difference
(P>0.05) between the survival curves of parasited and non parasited individuals. Patients’
survival tends towards decreasing with long-term follow-up, regardless of the presence of
parasitosis, even when helminthes, protozoa, and S. stercoralis are independently analyzed.
Variables potentially related to the outcomes, i.e., presence of helminthes and protozoa at the
stool test for parasites, are presented in Table II. Solely the variable “eosinophils™ presents a
statistically significant association (P<0.001) with helminthes, all other associations are
considered not significant.

After selection of the logistic model with the 12 variables theoretically related to the interest
constructo (Table II), once more, solely eosinophils (5% significance level) describe
helminthiasis occurrence. Patients presenting eosinophilia have 11.4 fold (95% CI. 5.54-
27.77) more chances of an unfavorable outcome (helminthes) than the group presenting
eosinopenia or normal eosinophils count. Subsequently, an alternative model was performed
(less conservative), with a 0.2 significance level, finding the following explicative variables
for helminthiasis: sex, protozoa, and cosinophils (Table III).

No variable presents statistical significance in the explicative model of protozoa occurrence,
with a 5% significance level. At 20% level, only the variable helminthes would explain the
occurrence of protozoa (Table III).

Male sex was a risk factor for helminthiasis, with 1.11 fold more chances of presenting
helminthes than the women group. The absence of helminthes was a risk factor for protozoa,
with 2.77 fold more chances of presenting protozoa than the group presenting helminthes. The
absence of protozoa was a risk factor for helminthes, with 4.86 fold more chances of
presenting helminthes than the protozoa group. Eosinophilia was a risk factor for helminthes,

with 13.14 fold more chances than the eosinopenia or normal eosinophils count groups.
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Discussion

The impact of helminthic infection on TST result, as well as on the tuberculosis clinical
outcome (prognosis) is still controversial. Recent in vitre studies showed significant
correlations between helminthic infections and tuberculosis [18, 19, 20, 21, 10]. In this study,
initially, we evaluated the prevalence of enteroparasitosis in tuberculosis patients, HIV-
infected or non infected, and we found a prevalence of helminthes similar to that observed by
other authors, Strongyloides stercoralis being the most frequent parasite [10, 20]. However,
the series from the other authors were composed exclusively by individuals with pulmonary
tuberculosis. When we compare with the study performed by [11], we may consider our
prevalence, as well as different parasites observed, significantly low. This could be explained
by the population studied (Africa), where the number of intestinal parasitosis cases is
knowingly higher.

There was no association between enteroparasitosis and social class or sex in our study,
neither in Ludwig et al [22] that observed a trend to intestinal parasitosis prevalence decrease,
concurrent to the increase of basic sanitation, making evident an inverse relation between the
prevalence of positive tests and the population with access to water and sewerage system.
This could explain, at least partially, our low prevalence, as our patients live in Rio de Janeiro
with better sanitation conditions [6].

Our study found statistical significance between eosinophilia and stool test for parasites result
and between cosinophilia and helminthes presence or absence, both for HIV-negative or
positive TB patients. Kaminsky et al. [23] and Tristdo ¢t al [20] observed, as we did, that
intestinal infection by helminthes in HIV-positive patients resulted in immune responses
involving eosinophilia.

In our study, we tried to verify whether there was a significant association between helminthic

infections and response to TST, and in tuberculosis clinical outcome. No significant
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association was observed between TST result and presence of helminthes in tuberculosis
patients, HIV-infected or non infected. Elias et al [11] in a study in Ethiopia did not observe
this association in patients with pulmonary tuberculosis, although TST reactivity has been
greater in individuals treated with anti-helminthic drugs compared to placebo group. In a
second step of this same study, the authors stimulated cellular response in vitro with PPD
(Purified Protein Derivative) and found a significant association in individuals treated with
placebo.

In our study there was no difference in survival among individuals with or without
enteroparasites, which is consistent with Brown et al [12] findings, suggesting that the
presence of enteroparasitosis does not have a direct impact on survival.

After selection of the logistic model with the 12 variables theoretically related to the interest
constructo, once more, solely eosinophils variable showed a relation to the outcomes
(helminthes and protozoa in stool test for parasites). Reinforcing what has already been said
above through another analysis (Mann-Whitney non parametric test) that eosinophils have a
significant association with the presence of helminthes, suggesting that in the absence of a
stool test for parasites, eosinophilia finding should indicate its performance and, occasionally,
make anti-helminthic treatment [23].

Based in a literature review and in our own findings, intestinal parasites eradication, with
consequent elimination of the immune modulation provoked by them, may lead to a positive
tuberculosis outcome. Thus, more attention should be focused to prevention and treatment of
helminthic infection, even before initiating bacterial or antiviral treatment.

Our findings neither show an association between helminthic infection and a favorable TB
outcome, nor between parasitism and TST response, unlike other in vifro studies. Apparently,

experimental data do not correspond to the clinical findings.
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Table I: Distribution of sociodemographic, clinical and laboratorial factors from 327

TB patients (2000-2006)

Sociodemographic Categories

variables

Sex Female 38.2
Male 61.8

Age * 42.44112.60 -

Educational degree Tlliterate and FS incomplete 43.4
FS complete and HS incomplete 32.4
HS 16.2
Graduated 8.0

Age range Up to 35 years 343
36 to 46 years 31.8
> 46 years 33.9

Laboratorial variables Categories

Stool test for parasites Positive 19.6
Negative 80.4

Helminthes Presence 10.1
Absence 89.9

Protozoa Presence 9.8
Absence 90.2

TST Non reactive (0-4 mm) 20.2
Reactive (25 mm in HIV+ and >10 79.8
mm in TB)

‘White blood cell count Normal (3,200-12,600) 86.2
Leukocytosis (=12,600) 4.6
Leukopenia (<3,200) 9.2

FEosinophils* 42415141 -

Fosinophils Fosinopenia (zero %) and normal 78.9
(1-6%) 211
Fosinophilia (>6%)

Tuberculosis Outcomes Favorable 79.8
Unfavorable 20.2

CDh4 Up to 200 cells/mm* 19.9
>200 cells/mm* 80.1

Viral load Up to 100,000 copies 74.9
>100,000 copies 25.1

*Mean and Standard Deviation of continuous variables TST: Tuberculin
Skin Test, CD4: CD4 cell counts, FFS: Fundamental School, IIS: High
School.
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Table II: Variables Distribution and Association according to the Outcome (helminthes and

protozoa infection) in Tuberculosis Patients HIV-positive or HIV-negative

Helminthes Protozoa
Variables (N=327) Categories (n=33) P-value* (n=32) P-value*
o) ()

Sex Male 72.7 0.101 65.6 0.705

Female 273 34.4
3

CD4 Up to 200 cells/mm 212 0.820 25.0 0.484
>200 cells/mm* 78.8 ‘ 75.0 ’
Up to 100,000 copies 78.8 75.0

VIRAL LOAD >100,000 copies 212 0.676 25.0 1,000
Iliterate and FS incomplete 54.5 37.5

EDUCATIONAL DECREE FS complete and HS incomplete 303 0.459 34.4 0.905
HS complete 12.1 18.8
Graduation 3.0 9.4
Up to 35 years 30.3 0323 37.5

AGE RANGE 36 to 46 years 24.2 ’ 34.4 0,765
> 46 years 45.5 281
HIV+TB 51.5 43.8

UNDERLYING DISEASE TB 485 0.355 563 0,542
Non reactive (0-4 mm) 18.2 25.0

TST Reactive (25 mm in HIV+ and >10 mm o, 0.486 75.0 0,305
in TB)

iti 63.6 64.5

DIAGNOSTIC CONFIRMATION P051t?ve 0.323 0,684
Negative 36.4 35.5
Pulmonary 51.5 68.8

TB CLINICAL PRESENTATION LX{rapulmonary 42.4 0.286 25.0 0,545
Disseminated 3.0 3.1
Extrapulmonary and pulmonary 3.0 3.1
Fosinopenia (0%) and normal (1-6%) 30.3 71.9

EoSINOPHILS 0.000* 0,360
Eosinophilia (>6%) 69.7 28.1 ’
Normal (3,200-12,600) 93.9 90.6

WHITE BLOOD CELL COUNT  Leukocytosis (>12,600) 3.0 0.376 0 0,426
Leukopenia (<3,200) 3.0 9.4
Presence 3.1

HELMINTHES Absence NA NA 6.9 0,168

PROTOZOA Presence 30 0.168 NA NA
Absence 97.0 )

*P-value <0.05 at 2 test. NA: Not applicable, FS: Fundamental School, HS: High School, TST: Tuberculin
Skin Test, CD4: CD4 cell counts, TB: Tuberculosis
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Table III: Model Analyzing Factors of Influence in the Outcome of Helminthes and Protozoa

in Tuberculosis Patients HIV-infected and not infected, with Follow-up from 2000-2006 (N=

327).

OUTCOME (Presence X Absence)

Helminthes
OR (80% CI)

Protozoa
OR (80% CI)

Male 2.11 (1.45-3.08) -
SEX
Female 1.00 -
HELMINTHES Absence - 3.77(1.58-9.00)
Presence - 1.00
Absence 5.86(2.38-14.41) -
PrROTOZOA
Presence 1.00 -
i ili 14.14(9.91-20.18) -
ECSINOPHILS Bosinophilia ( )

Eosinopenia and
normal

1.00
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7. CONCLUSOES

1. A prevaléncia de enteroparasitoses em pacientes com tuberculose infectados ou néo pelo
HIV foi de 19,6%, sendo 10,1% de helmintos ¢ 9,8% de protozoarios. Os parasitos mais
frequientes foram S.stercoralis, E. histolytica e . lamblia.

2. Nio houve diferencga significativa estatisticamente entre o resultado do TT em pacientes
com ¢ sem enteroparasitos ;

Eosinofilia associada a presenca de helmintos foi a tUnica variavel associada a
comorbidades (TB/HIV ¢ enteroparasitas).

3. Nio houve associacido entre infeccdo helmintica e desfecho terap&utico favoravel ou

desfavoravel da TB.
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