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RESUMO

A diferenciacdo entre as fases aguda e crbnica da esquistossomose se baseia em
dados clinicos e epidemiolégicos associados ao diagnostico soroldgico. Essa
diferenciacdo € importante para definir o tratamento, pois este, nos casos agudos
alivia as manifestacbes alérgicas e evita a evolugcdo e o agravamento do quadro
clinico. Varios testes tém sido propostos para diferenciar essas fases clinicas, porém
as discordancias entre os autores justificam uma reavaliagdo do tema. Para o estudo
foram selecionados 54 pacientes com a fase aguda, oriundos de Porto de Galinhas,
Ipojuca-PE, 54 pacientes com a fase cronica e nove pacientes com outras
helmintoses, ambos oriundos Sdo Lourenco da Mata-PE. O grupo controle foi
formado por 15 individuos com diagnostico negativo para S. mansoni e sem histéria
de banho de rios, residentes no municipio do Recife-PE. Os anticorpos IgG, IgM e
IgA contra SEA, IgG e IgM contra KLH e SWAP e IgG e IgA contra o antigeno
recombinante Sm14 foram quantificados através de ELISA (enzyme linked
immunosorbent assay). A curva ROC (receiving operating characteristics) foi
empregada para avaliar a capacidade dos antigenos de diferenciar as duas fases
clinicas. Os anticorpos IgA anti-SEA (AACs = 0,877) e o IgM anti-KLH (AACs =
0,825) demonstraram maior capacidade para discriminar o grupo de pacientes
agudos dos crénicos. Os niveis de anticorpos IgG anti-SEA (AACs = 0,847) e anti-
SWAP (AACs = 0,958) ndo s6é mostraram melhor capacidade para diferenciar os
grupos dos pacientes agudos e dos individuos sem esquistossomose, mas tambéem
diferenciaram o grupo dos pacientes crénicos daquele sem esquistossomose (AACs
= 0,720 e AACs = 0,905, respectivamente). Os niveis de IgG anti-SEA (AACs =
0,784) e anti-SWAP (AACs = 0,931) permitiram discriminar o grupo de agudos e
cronicos em conjunto (infectados) daqueles nao infectados com S. mansoni. O
antigeno Sm14 ndo mostrou eficiéncia em nenhum dos testes utilizados. Os dados
mostram que é possivel discriminar os pacientes esquistossomoticos agudos dos
cronicos, utilizando uma combinacdo de testes soroldgicos, baseado em ELISA
avaliando os niveis de IgA anti-SEA e IgM anti-KLH, em associacdo com os dados

clinicos e epidemioldgicos.

Palavras Chave: Schistosoma mansoni, diagnostico diferencial, KLH, SEA, SWAP.



ABSTRACT
The differentiation between the acute and chronic phases of schistosomiasis is
based on clinical and epidemiological data associated to serological tests. This
differentiation is important to define the treatment, since in the acute cases it reduces
the allergic manifestations and prevents the evolution and aggravation of the clinical
forms of the disease. Several serological tests have been proposed to differentiate
these clinical stages, however the disagreement among the authors justify a
reassessment of the subject. For this study 54 patients with acute schistosomiasis
from Porto de Galinhas, Ipojuca, State of Pernambuco (PE), have been selected, 54
patients with the chronic forms and nine patients with other helminthiasis, these two
latter groups from S&o Lourenco da Mata, PE. The control group was formed by 15
individuals , from Recife, PE with negative diagnosis for Schistosoma mansoni and
without contact with S.mansoni infected water. The IgG, IgM and IgA antibodies
response to SEA, IgG and IgM to KLH and SWAP, and IgG and IgA to the
recombinant antigen Sm14 were measured by ELISA (enzyme linked immunosorbent
assay). ROC curve (receiving operationg characteristics) was used to evaluate the
capacity of antigens to differentiate the two phases of disease. The anti-SEA IgA
(AACs = 0,877) and the anti-KLH IgM (AACs = 0,825) had demonstrated a greater
capacity to discriminate the acute from chronic patients. The levels of anti-SEA
(AACs = 0,847) and anti-SWAP (AACs = 0,958) IgG showed better performance to
differentiate the group of the acute patients from the individuals without
schistosomiasis, but also differentiated the chronic patients from those without
schistosomiasis (AACs = 0,720 and AACs = 0,905, respectively). The levels of anti-
SEA (AACs = 0,784) and anti-SWAP (AACs = 0.931) IgG allowed to discriminate the
acute and chronic patients (infected) from those not infected with S. mansoni. The
Sm14 antigen did not show efficiency for the used tests. The data showed that it is
possible to discriminate acute from chronic patients, using a combination of
serological tests, based on ELISA assessment of levels of anti-SEA IgA and anti-KLH

IgM, in association with clinical and epidemiological data.

Key words: Schistosoma mansoni, differential diagnosis, KLH, SEA, SWAP.
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1 INTRODUCAO

1.1 O PARASITA

A esquistossomose foi descrita primeiramente por Bilharz, em 1851, ficando
conhecida como bilharziose. Em 1907, Sambon descreveu espécie que ja havia sido
observada por Manson, em 1892, e a denominou de Schistosoma mansoni. Na
mesma época, Piraja da Silva descreveu o primeiro relato da infeccdo por
S. mansoni no Brasil (PESSOA, MARTINS, 1982; ROSS et al., 2002).

As principais espécies do género Schistosoma agentes etioldgicos da doenca

humana sao:

(@) Schistosoma haematobium, responsavel pela infeccdo urogenital,

endémico na Africa e regido oriental do mediterraneo;

(b) S. japonicum, responsavel pela infeccdo do intestino delgado, endémico

nos paises do sudeste Asiatico e do area Ocidental do Pacifico;

(c) S. mansoni, responséavel pela infecgdo do intestino grosso, endémico em

paises da Africa, América do Sul e Antilhas.

Outras espécies como S. mekongi, que ocorre em area restrita da Asia,
S. Intercalatum, S. bovis e S. Mattheei, que ocorrem nos paises da Africa também

podem ter importancia médica.

No Brasil, a Unica espécie presente é 0 S. mansoni, responsavel pela infec¢ao
no homem e outras espécies de mamiferos, normalmente roedores silvestres e,
mais raramente, marsupiais (REY, 2001). Sua ocorréncia esta associada a presenca
Biomphalaria glabrata (SAY, 1818), Biomphalaria tenagophila (ORBIGNY, 1835) e
Biomphalaria straminea (DUNKER, 1848), espécies de molusco de agua doce que
atuam como hospedeiros intermediarios naturais do parasito e que estéo distribuidos

por quase todo territério nacional.

O S. mansoni tem ciclo de vida complexo, envolvendo reproducéo assexuada
em um hospedeiro invertebrado e, sexuada em um hospedeiro vertebrado (Figura
1). O ciclo de vida se inicia com a deposicao de fezes contendo ovos do parasita no

ambiente aquatico, que eclodem liberando os miracidios. Eles penetram no molusco
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Biomphalaria suscetivel através das partes moles e sofrem transformacdes
morfolégicas e um processo de multiplicacdo assexuada que, ao término de 25 dias ,
em meédia, resultara na producdo de cercarias. Elas séo liberadas na agua, nadam
ativamente e encontrando o hospedeiro definitivo, penetram através da pele ou
mucosas, durante banhos em aguas contaminadas (ORGANIZACAO MUNDIAL DE
SAUDE, 1993). Ao penetrarem na pele, as cercéarias perdem a cauda dando origem
aos esquistossbmulos, que podem penetrar em um vaso sanguineo ou linfatico e dai
sdo passivamente levados para os pulmdes. Eles chegam ao coracdo esquerdo e
sao enviados pela circulagcdo sistémica a todas as partes do corpo. Entretanto,
quando alcangcam o sistema porta intra-hepatico, se transformam em vermes adultos
e vao para as vénulas mesentéricas, onde se acasalam e as fémeas produzem os
ovos (MILLER, WILSON, 1978, 1980). Os ovos com seu caracteristico espiculo
lateral ultrapassam a mucosa intestinal e s&o eliminados junto com as fezes

podendo ser detectados cerca de 40 dias ap0s a infeccéo.

Vermes adultos
(macho e fémea)

3.

> A
VA
/// Hospedeiro definitivo

Esquistossémulos . i (homem)

A

Vermes adultos
(acasalados)

:
b

Miracidio

Esporocistos
(priméario e secundario)

Figura 1: Ciclo de vida do S. mansoni. Fonte: Adaptado (PESSOA, MARTINS, 1977).
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1.2 A ESQUISTOSSOMOSE NO BRASIL

No pais, existem éareas de alta, média e baixa endemicidade da
esquistossomose. As areas endémicas de maior prevaléncia encontram-se nos
estados do Nordeste, principalmente Pernambuco, Alagoas e Bahia e nos estados
de Minas Gerais e Espirito Santo. Porém, a transmissao ocorre em uma vasta area
desde o Maranhdo até o Espirito Santo. Focos isolados foram assinalados nos
estados do Amapa, Para, Piaui, Goias, Tocantins, Mato Grosso, no Distrito Federal e
em varios estados do sudeste, entre eles, Rio de Janeiro, Sdo Paulo, e em estados
do sul, como Parana, Santa Catarina e Rio Grande do Sul (Figura 2). Além disso, ha
registros de casos importados de areas endémicas em todo o territorio nacional,
principalmente em estados considerados pontos de migracdo, como Ronddnia
(COURA, AMARAL, 2004).

Faixz de prevaténcia {3

=45
5.15
B <5

O néo enudémico

Figura 2: Distribuicdo da esquistossomose no Brasil. Fonte: (Geréncia do Programa
Nacional de Controle de Esquistossomose/Secretaria de Vigilancia em
Saude/Ministério da Saude,1998).
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Os programas oficiais de controle da esquistossomose no pais se basearam
guase que exclusivamente em campanhas periddicas de tratamento dos portadores da
infeccdo. O controle de moluscos vetores, através da aplicacdo de moluscicida
(niclosamida), também foi levado a efeito, porém em menor escala e de forma irregular.
Desde a implantacdo do Programa Especial de Controle da Esquistossomose (PECE),
em 1977, até 1999 a droga empregada pelo Ministério de Saude no tratamento da
esquistossomose era o oxamniquine (Mansil), administrado em dose Unica, que
conferia uma taxa de cura na faixa de 65% a 85%. Devido ao alto custo do
oxamniquine e de algumas evidéncias de tolerancia de S. mansoni a droga, outro
farmaco, o praziquantel, foi introduzido pelo Ministério para substituir o anterior, por ser
mais barato, conferir uma taxa de cura entre 60 e 90% e reducao de contagem de ovos

de 90 a 95% naqueles casos que ndo sao curados (FAVRE, 1999)

Véarias campanhas de controle foram implementadas entre 1977 e 1996 pelo
Ministério da Saude nas areas endémicas da esquistossomose no pais, cada uma
delas incluindo inquérito parasitolégico e tratamento dos portadores da infeccao, ja que
varios estudos mostravam o efeito benéfico das drogas terapéuticas na prevencao e
reducdo das formas graves da doenca (BINA 1981, 1992; PRATA 1976, 2004,
ANDRADE, AZEVEDO 1987, 1989). Nessas campanhas a Unica mudanca consideravel
no tratamento dos portadores da infeccdo foi a abrangéncia com que a droga foi
administrada nas comunidades. A partir de 1990, com a adocdo de inquéritos
censitarios, que implica na realizacdo de exames parasitolégicos em toda a populacéo,
0 tratamento passou a ser seletivo, incluindo apenas os portadores de infeccao e as

pessoas que conviviam na mesma residéncia (FAVRE et al., 2001).

Ao longo dos anos as diretrizes do Ministério para avaliacdo e controle da
esquistossomose se refletem claramente nas mudancas de prioridades quanto aos
objetivos e as medidas de controle. Até 1980, o objetivo era exclusivamente o controle
da transmisséo; a partir dai a énfase passou para o controle da morbidade. Quanto as
estratégias, o controle quimico dos moluscos predominou até o inicio dos anos 80,
sendo substituido pelo controle quimioterapico seletivo até o final da década de 90.
Outras medidas de controle, como saneamento, abastecimento de agua e educacao
em saude, embora recomendadas, ndo tiveram prioridade ao longo das décadas
(FAVRE et al., 2001).
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De acordo com Sabroza e Leal (1992), os programas de controle da
esquistossomose tiveram algum éxito na reducdo da prevaléncia em algumas areas
porém, ndo foram capazes de gerar uma mudanca substancial na estimativa global
do numero de pessoas infectadas ou sob o risco de contrair a doenca. Para os
autores o crescimento continuo da populagédo, a degradacdo ambiental, a falta de
sistemas adequados de saneamento e abastecimento de agua, bem como aos
movimentos migratorios das populacfes foram as principais causa para a auséncia
de impacto das acbes de controle implementadas pelo Ministério. Por outro lado,
algumas estratégias para reduzir a prevaléncia e/ou interromper a transmissao
podem ser executadas a curto e longo prazo, algumas delas ja tendo sido aplicadas
com sucesso em paises como Portugal, Tunisia, Chipre, Israel e Japéo, paises onde
a doenca foi erradicada (ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 1993; REY, 2001).

De acordo com Katz e Peixoto (2000), com base em informacdes da
Fundacdo Nacional de Saude, cerca de 25 milhdes de pessoas podem estar
expostas ao risco de infeccdo e pelo menos 2,5 milhdes ja estdo infectadas, pelo
S. mansoni, no pais. Os autores ressaltam que essa estimativa pode nao
corresponder a realidade e sugerem a realizacdo de um levantamento nacional de

prevaléncia a fim de levantar a real situagdo da esquistossomose no pais.
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1.2.1 A esquistossomose no estado de Pernambuco

Em Pernambuco a esquistossomose € historicamente considerada uma
doenca cronica rural endémica (COUTINHO et al., 1997), afetando pessoas de baixa
renda (BARBOSA et al., 2000). Sua area endémica abrange 79 (47%) dos 167
municipios do Estado, o que corresponde a 17,5% do territério total. Daqueles 79
municipios, 55 (69,6%) estdo na Zona Litoral — Mata e 24 (30,4%), no Agreste.
Segundo o censo demografico de 2000, cerca de cinco milhdes de pessoas residem
na area endémica, o que coloca 62% da populacédo total do Estado sob risco de
infeccdo (FAVRE et al., 2001).

Duas espécies de molusco sdo responsaveis pela transmissdao da
esquistossomose em Pernambuco, B. glabrata e B. straminea. A primeira delas
predomina no Litoral, estendendo-se para o interior apenas em poucos municipios
ao Sul da area endémica. B. straminea tem larga faixa de distribuicdo, sendo
encontrada praticamente em todos 0os municipios da area endémica do Litoral até o
Agreste (FAVRE et al., 2001, 2002).

A Zona da Mata propriamente dita € uma das areas mais problematicas da
esquistossomose, ocupando 8.456 km? entre as coordenadas 35°- 36°W e 7°- 9°
S. Ela engloba 43 municipios, totalizando 1,2 milhées de habitantes, 31% dos quais
residem em &reas rurais, segundo estimativa do IBGE (FAVRE et al.,, 2001). Ela
possui maior concentracdo demografica rural do Estado e seus municipios registram
0s maiores indices de prevaléncia da esquistossomose. A Ultima avaliacao feita pelo
Ministério da Saude, entre 1996 e 1999, revelou que 35 dos seus municipios
registravam prevaléncia acima de 10% e muitas localidades apresentavam

prevaléncia igual ou acima de 50%. (FAVRE et al., 2001).

Em 1999, o Ministério da Saude descentralizou as atividades de vigilancia e
controle da doenca e 0s municipios passarem a ser responsaveis por essas
atividades dentro do Sistema Unico de Salde (SUS). A analise dos dados de
prevaléncia levantados pelo Programa de Controle da Esquistossomose (PCE-SUS),
entre 2002 e 2004, mostra que 21 dos 43 municipios da Zona da Mata registraram
prevaléncia acima de 10%. Essa mesma analise revelou que somente em 12

daqueles 43 municipios, as estimativas de prevaléncia atenderam aos critérios
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minimos de representatividade coletados, ou seja, municipios onde um minimo de
55 individuos foram examinados, em pelo menos cinco localidades, totalizando 275
exames de fezes (FAVRE et al., 2006a, 2006b).

Um inquérito parasitologico amostral realizado recentemente com 15.257
escolares de 271 escolas nos 43 municipios da Zona da Mata revelou que 25 (58%)
municipios se enquadraram na classe de prevaléncia moderada, entre 10% e 50%, e
os demais, na classe de prevaléncia abaixo de 10%. A média geométrica de ovos
nas fezes foi 67,9 entre os escolares com diagndstico positivo para S. mansoni
(BARBOSA et al., 2006).

A manutencdo da endemia nas areas rurais de Pernambuco, como em tantas
outras, esta relacionada ao baixo desenvolvimento econdmico da regido, onde o
modelo agricola esta voltado para monocultura. Esse modelo é formado
principalmente por grandes latifindios que concentram o capital e terras produtivas,
deixando inativa uma expressiva forca humana de trabalho. Essa realidade, imposta
a uma grande parcela da populacédo rural, tem atraido trabalhadores, muitos deles
infectados por S. mansoni, para as periferias dos grandes centros urbanos e para os
polos turisticos do litoral em busca de trabalho e sobrevivéncia. Ao longo dos anos,
esse movimento migratério tem contribuido para favelizacdo de comunidades, que
passam a viver em locais sem saneamento e abastecimento de agua. A
consequéncia disso é a expansao da esquistossomose para areas indenes do litoral
e da regidao metropolitana do Recife, acarretando a urbanizacdo da doenca. Novos
focos de transmissao se estabelecem em é&reas litoraneas, onde o turismo é intenso,
e onde tem havido sucessivos relatos de casos agudos da doengca, como 0S
registrados em Itamaracd, na Praia do Forte e Enseada dos Golfinhos, e Ipojuca, em
Porto de Galinhas (BARBOSA, 1998; BARBOSA et al., 2000, 2001a, 2001b, 2004).

O delineamento desse novo perfil epidemiolégico nas areas litoraneas do
Estado tem criado uma demanda de profissionais de salde com experiéncia nao so
no diagnostico clinico da esquistossomose, mas também com familiaridade na
administracdo do praziquantel a pacientes que nunca tiveram contato com
S. mansoni. Vale lembrar que essa droga foi introduzida recentemente, em 1999,
pelo Ministério da Salude nas campanhas de controle e na rotina dos Postos de

Saude.
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A existéncia de casos e/ou focos de transmissdo em todos 0s municipios da
Zona da Mata, e em quase todos os do Estado, a formagdo de novos focos em
areas litoraneas, o registro de altas prevaléncias em muitas localidades rurais e
urbanas, bem como a estimativa da populacdo sob risco de infeccdo sdo fortes
argumentos para se afirmar que a esquistossomose ainda € um sério problema de

Saude Publica em Pernambuco.
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1.3 AS FORMAS CLINICAS DA ESQUISTOSSOMOSE

A esquistossomose mansonica € determinada pelo S. mansoni que se localiza
nas vénulas do intestino grosso. De acordo com Domingues & Domingues (1994) a
doenca evolui de acordo com a idade do individuo na exposicao inicial, a freqiéncia
das exposicdes e a intensidade da infeccdo, estabelecendo assim os quadros
clinicos, que variam desde formas clinicas leves e assintomaticas, predominantes

em areas endémicas, até as formas clinicas graves e limitantes da doenca.

De acordo com Bina (1981), a infeccdo por S. mansoni ocasiona quatro
formas clinicas: uma forma aguda e trés formas cronicas (intestinal, hepatointestinal

e hepatoesplénica).

A fase aguda é considerada mais severa, tendo sido descrita como Sindrome
Toxémica no Brasil ou como febre de Katayama, no Japao. Essa forma aguda se
divide em duas fases: pré e pos-postural. A fase pré-postural € caracterizada por
febre, dor-de-cabeca, mialgia, artralgia, urticaria, dores abdominais, tosse, perda de
peso, diarréia, edema e aumento do figado. A fase pds-postural, coincide com a
producdo e maturacdo de ovos. O baco encontra-se aumentado e discretamente
palpavel, devido a hiperplasia linféide intensa, congestdo e espessamento dos
corddes de Billroth associados a hiperplasia e infiltracdo de eosinofilos (NEVES,
1986; COUTINHO, DOMINGUES, 1993). Nessa fase, o quadro hematoldgico
caracteriza-se por uma leucocitose moderada com intensa eosinofilia (REY, 2001).
Essa fase clinica inicial afeta principalmente pessoas que nunca foram expostas aos
antigenos do parasito, e tem sido descrita por varios autores como a “doenca dos
viajantes”, devido a frequente ocorréncia de visitantes em areas endémicas de
paises tropicais (RABELLO et al.,1995; JESUS et al., 2002, ROSS et al., 2002). Nas
regides de area endémica frequentemente a fase aguda ndo € evidenciada
(HUGGINS, SANTOS, 1994).

7

A fase crbnica é a principal causa de morbidade em regides endémicas,
sendo caracterizada por trés formas clinicas. A forma intestinal possui
sintomatologia variavel, desde pequenos surtos diarréicos a desinteria,
acompanhados de perda de apetite, colicas intestinais, astenia, podendo apresentar

lesBes hepaticas discretas.
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A forma hepatointestinal se caracteriza por lesfes hepaticas mais extensas,
acompanhadas da mesma sintomatologia da forma intestinal, porém mais
acentuadas, e com figado palpavel. A diferenca entre a forma intestinal e
hepatointestinal é apenas de natureza quantitativa em relacédo as lesbes hepaticas
(DOMINGUES, DOMINGUES, 1994).

Na forma hepatosplénica, o quadro anatdbmico caracteristico € a fibrose de
Symmers e a esplenomegalia é mais acentuada que a hepatomegalia. Nesta fase,
predominam as manifestacbes da hipertensdo porta, tais como varizes
esofagogastricas, circulacéo colateral abdominal, anemia e melena, decorrentes de
hemorragias graves e muitas vezes fatais. Segundo Domingues e Domingues (1994)
a forma hepatosplénica pode ser sub-dividida em duas fases: a fase compensada e

a fase descompensada.

A fase compensada é caracterizada principalmente pela falta de insuficiéncia
hepética, porém o figado e o bagco apresentam aumento de volume. J& a fase
descompensada € caracterizada por hemorragias e insuficiéncia hepatica grave
(REY, 2001). Alguns pacientes podem permanecer com a forma clinica estacionaria,
outros podem vir a desenvolver fases mais graves ou descompensadas, iSSO

dependera do grau da infeccédo ou da associagdo com outros processos morbidos.

A diferenciagéo entre as fases aguda e cronica da esquistossomose se baseia
principalmente em dados clinicos e epidemiologicos associados com achados
laboratoriais, obtidos através de testes sorolégicos. Essa diferenciacdo é
particularmente importante no que diz respeito ao procedimento adotado no
tratamento dos portadores de infeccdo. No tratamento da esquistossomose aguda €
recomendavel a utilizacdo de corticosterdides associados as drogas
esquistossomicidas (praziquantel ou oxamniquine) a fim de reduzir as manifestacdes
sistémicas e alérgicas e suprimir a resposta imune causada tanto pelas formas
imaturas quanto pelos vermes adultos do S. mansoni (LAMBERTUCCI et al., 1989;
RABELLO, 1997). Além disso, o tratamento precoce de casos agudos evita a
evolucdo e o agravamento do quadro clinico (HUGGINS, SANTOS, 1994).
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1.4 Diagnéstico da esquistossomose

O diagnostico de esquistossomose é feito fundamentalmente através de
meétodos parasitolégicos. As técnicas de Hoffman, Pons e Janner (1934) e o de
Kato-Katz (KATZ et al., 1972) sdo as mais utilizadas devido ao baixo custo e
simplicidade. O método de Kato-Katz tem sido usado para o diagnéstico de
S. mansoni em areas endémicas, devido a sua simplicidade, sensibilidade, acuracia
e praticidade (RABELLO et al., 1992; HLAING, 1993; RABELLO, 1997; GARCIA
SANTOS et al.,, 2000), e por permitir uma estimativa da carga parasitaria do
individuo infectado. Por essas razdes, ele tem sido recomendado pela OMS como
meétodo diagnostico de escolha e empregado pelo Ministério da Saude nos inquéritos

parasitologicos implementados nas comunidades endémicas do pais.

No entanto, a sensibilidade dos métodos parasitolégicos, o que inclui o de
Kato-Katz, diminui a medida que a prevaléncia e a intensidade da infec¢cdo séo
baixas. Portanto, eles se mostram inadequados para a realizacdo de inquéritos
parasitologicos tanto nas areas de baixa endemicidade como naquelas submetidas a
controle quimioterapico peridédico. Nesses casos, € necessario o emprego de varios
exames de um mesmo individuo para evitar a falha do método (BARRETO et al.,
1990; DE VLAS et al., 1992; ENGELS et al., 1996; SLEIGH et al.,1982).

Outras situacfes que estdo associadas com a reducdo ou auséncia de ovos
nas fezes e que também podem limitar a sensibilidade dos métodos parasitolégicos
sdo infecgBes recentes ou imaturas, infecgdes unissexuais, oviposicdo parasitaria
inconstante, e massa fecal com poucos ovos devido a fibrose da mucosa e
submucosa intestinal (SLEIGH et al., 1982; LIMA E COSTA et al., 1984; TEESDALE
et al., 1985; DE VLAS et al., 1992; VAN LISHOUT et al., 1995; HAMILTON et al.,
1998; HOSHINO et al., 2001).

O diagnéstico da esquistossomose também pode ser feito com base na
deteccdo de anticorpos especificos, o que é particularmente importante nas
situacdes em que o uso dos métodos parasitologicos ndo é adequado. Entretanto,
grande parte desses testes imunoldgicos € de pouco valor diagnéstico devido a
problemas de reacdes cruzadas com outras helmintoses, a ndo definicdo da

intensidade da infeccdo, além de permanecerem positivos durante anos apés a cura
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parasitolégica (SMITHERS, DOENHOFF, 1982; MONTENEGRO, 1992). Apesar da
sorologia nao ser capaz de distinguir infecgao ativa e passada, o que pode ocasionar
superestimativas do numero de casos, ela teria menos chances de fornecer falsos-
negativos que poderiam frustrar qualquer programa de controle (SMITHERS,
DOENHOFF, 1982; MONTENEGRO, 1992).

Apesar da limitacdo dos testes sorologicos alguns paises que apresentam
esquistossomose intestinal e individuos eliminando menos de 100 ovos por gramas
de fezes, tém adotado a sorologia como método de diagndstico nos programas de
controle para compensar as possiveis falhas dos métodos parasitologicos (NOYA et
al .,1998).

Porém, os métodos de deteccdo de anticorpos devem ser utilizados em
situacbes especificas, pois oferecem baixa especificidade, persisténcia pos
quimioterapia, reagcOes cruzadas, baixa correlagdo com a producédo de ovos,
manuseio complexo e custos altos. J& os métodos de deteccdo de antigenos
possuem vantagens como altas especificidades, correlacdo positiva com a
sobrecarga parasitaria e ainda a possibilidade de estimativa da intensidade da
infeccdo, poréem em é&reas de baixa endemicidade ndo ha vantagens sobre a os
métodos parasitolégicos (RABELLO, ENK, 2007).

De acordo com Tsang et al., (1983b) uma das dificuldades iniciais no
desenvolvimento de testes imunolégicos é a escolha do antigeno apropriado para a
deteccdo de anticorpos de uma infeccdo especifica. Para que uma determinada
substancia seja empregada como antigeno em testes imunoldgicos é necessario que
seja de facil obtencdo e em quantidades suficientes, se mantenha estavel em
condicbes de estocagem, contenha componentes antigénicos reconhecidos pela
maioria dos anticorpos encontrados no soro de uma infeccédo especifica, possua o
minimo possivel de componentes que envolvam reac¢des cruzadas e apresente

compatibilidade com as técnicas sorolégicas em uso.

Os antigenos empregados no imunodiagnoéstico da esquistossomose podem
ser obtidos de diversos estagios evolutivos do S. mansoni. Geralmente sé&o
escolhidos antigenos provenientes de vermes adultos e ovos, podendo ser
proteinas, glicoproteinas e polissacarideos. Nos soros de individuos infectados
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podemos encontrar diferentes isotipos de anticorpos: IgA, IgE, 1gG (IgG1, 1gG2, IgG3
e 1gG4) e IgM (BOCTOR, PETER, 1990).

A aplicacdo do imunodiagndéstico na esquistossomose teve inicio com Fairley
em 1919, que utilizou um preparado de hepatopancreas de caramujos infectados
como antigeno em uma reacdo de fixagdo de complemento. Em 1927, Fairley e
Williams utilizando o mesmo preparado antigénico desenvolveram um teste cutaneo.
Posteriormente, outros pesquisadores ensaiaram diferentes testes para a deteccao

de anticorpos especificos ou de antigenos in vitro.

Em 1946, Brandt e Finch desenvolveram reagdes de floculacdo resultantes da
formacao de imunocomplexos com particulas antigénicas do parasito ap0s a quarta

semana de infecgao.

A reacao cercariana foi empregada por Vogel e Minning (1949), esta técnica
utilizava cercérias vivas e os resultados mostraram que a sensibilidade variou de

100%, na fase aguda, até 6,1%, na fase crénica.

JA4 em 1950, Kagan e Olivier-Gonzales empregaram a reacdo de
hemaglutinacéo indireta, que apresentou sensibilidade variando de 71 a 93% e
especificidade de 88%. Hoshino et al., (1970) também utilizaram essa reacdo, porém
devido a inconstancia na padronizacdo dos reagentes e a ocorréncia de reacdes
cruzadas com outros tipos de infeccao sua reprodutibilidade foi prejudicada.

Em 1954 Olivier-Gonzalez elaborou um ensaio no qual ocorria uma
precipitacdo em torno dos ovos do parasito apés 24h de reagédo a 37°C. Esta reacao,
denominada “reacéo periovular’, apresentou sensibilidade variando de 80 a 100%,
sendo os valores mais altos encontrados na fase cronica da doenca. Entretanto, as
reacOes de precipitacdo tém como inconvenientes o longo tempo necessario para

obtencéo do resultado e a necessidade de ovos frescos e antigenos na forma viavel.

Mais tarde, as reacdes de imunofluoréscencia indireta utilizando cercarias
(SADUM et al., 1960) e cortes do verme adulto como antigenos (COUDERT et al.,
1968; DEELDER et al.,, 1989; KANAMURA et al., 1979) foram desenvolvidas. A
reacdo de imunofluorescéncia para a deteccdo de anticorpos IgM em corte de
vermes adultos se mostrou pratica, de baixo custo, bem sensivel e especifica no
caso de infeccdes leves por S. mansoni (SILVA et al., 1992). Aléem disso, Camargo-

Neves et al.,, (1998) confirmaram a praticidade dessa técnica em pesquisas
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epidemiologicas, ao mostrar sua capacidade de detectar uma prevaléncia de sete a
dez vezes maior que a observada pela técnica de Kato-Katz.

O radioimunoensaio também foi utilizado e figura como um dos métodos mais
sensiveis para a analise quantitativa das reacfes antigeno/anticorpo e € importante
no estudo das fragcbes purificadas do S. mansoni, porém devido ao seu custo
elevado, instabilidade dos reagentes e risco operacional, sua utilizacdo € limitada
(PELLEY etal., 1977; HYLLIER et al., 1979; NASH et al., 1981; LONG et al., 1981).

Lima e colaboradores (1993) utilizaram as reacfes de imunofluorescéncia e
de ELISA (enzyme linked immunosorbent assay) para a deteccao de anticorpos IgM
anti-verme e de anticorpos IgG anti-ovo em pacientes com baixa carga parasitaria e
observaram que a reacdo de imunofluorescéncia apresentou maior sensibilidade,

especificidade e valor preditivo em relacdo ao ELISA.

Ainda em 1997, Tsang e Wilkins utilizaram um ELISA adaptado, denominado
de Fast-ELISA, com um antigeno microssomal de verme adulto (MAMA) que

apresentou especificidade e sensibilidade de 99%.

Fluidos orais (saliva e transudato oral) foram avaliados através de ELISA anti-
SEA (antigeno soluvel de ovo) para o diagnostico da esquistossomose em area de
endemicidade média no Brasil, como uma alternativa a coleta de sangue. A
utilizacdo do soro e do transudato oral no ELISA, mostraram sensibilidades de
98,8% e 100% e especificidades de 67,8% e 64,3% respectivamente. As vantagens
deste teste estariam no fato de tratar-se de um método néo invasivo e na diminuicéo

de contagio por outras infec¢cdes (GARCIA SANTOS et al., 2000).

A técnica de “Western Blot” foi primeiramente demonstrada por Tsang et al.,
(1983a), na qual utilizaram diferentes preparagdes antigénicas do S. mansoni e

amostras de soros de pacientes provenientes de areas endémicas distintas.

Ruppel et al., (1985a) compararam pelo “Western Blot” perfis sorologicos de
pacientes infectados por S. mansoni e pacientes infectados por outras parasitoses,
utilizando extratos antigénicos dos parasitos. Eles observaram que todos os
pacientes infectados por S. mansoni reagiram com um componente antigénico de 31
kDa do extrato e que nao houve nenhuma reacdo nos soros dos pacientes
infectados por outros vermes. Posteriormente, Ruppel et al., (1985b) realizaram

infecgOes experimentais em camundongos infectados com S. mansoni, e verificaram
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gue houve reag0Oes intensas em duas fragdes antigénicas, dependendo da fase da
infecgao. A fragdo de 31 kDa foi predominante na quarta semana e a fracdo de 67
kDa apareceu na sexta semana, mostrando claramente diferenciacées na resposta
imune no decurso da doenca. Em 1987, Ruppel e colaboradores trabalharam com
antigenos de S. mansoni e soros de pacientes infectados com S. japonicum e
observaram que, houve reacdo cruzada entre as espécies de Schistosoma, ja que

todos os soros reconheceram as fracfes antigénicas 31/32 kDa.

Tsang e Wilkins (1991) utilizando o “Western Blot” mostraram reacdes
especificas para as trés principais espécies de Schistosoma com antigenos
microssomais de verme adulto de S. mansoni (MAMA), de S. japonicum (JAMA) e
S. haematobium (HAMA). Os soros de portadores da esquistossomose mansonica
reconheceram uma glicoproteina de 30 kDa (GP30) no MAMA e ndo mostraram
reatividade ao JAMA e ao HAMA. Os soros dos pacientes infectados com as outras
duas espécies de Schistosoma néo reconheceram a GP30. Somente 0s soros dos
pacientes com esquistossomose japonica foram capazes de reconhecer trés
glicoproteinas de 18, 23 e 29 kDa. Ja4 em relacdo ao antigeno HAMA, os autores
observaram que apenas a glicoproteina de 23 kDa foi sempre reconhecida pelos

soros de portadores de infec¢ao pelo S. haematobium.

Sulahian et al., (2005), avaliaram a performance da analise do “Western Blot”
utilizando tiras disponiveis de antigenos comerciais e comparou os resultados com o
teste de Hemaglutinacdo Indireta (HI) e Imunofluorescéncia Indireta (IFI) no
sorodiagnostico da esquistossomose humana e observaram que o total das
sensibilidades e especificidades dos grupos de pacientes infectados com S. mansoni
e S. haematobium foram 89,5% e 100%, respectivamente, com valores preditivos
positivo e negativo de 100 e 91,3%, respectivamente. De acordo com 0s autores, a
analise do “Western Blot” se mostrou uma técnica util no diagnéstico imunoldgico da

esquistossomose.

Oliveira et al., (2005) utilizaram IgM-ELISA como método para detecgdo de
anticorpos IgM contra a fracdo de antigenos de vermes adultos de S. mansoni
(AWA) solavel em &acido tricloroacético (AWA-TCA), aplicado em 3 grupos de
individuos com diferentes caracteristicas clinicas e epidemiolégicas. Esses
resultados foram comparados com os obtidos por outros métodos de

imunodiagnadsticos (teste de imunofluorescéncia para deteccéo de anticorpos IgM -
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IgM-IFI ou anticorpos IgG - 1gG-IFI, ELISA para deteccéo de anticorpos de IgG - 1gG-
ELISA) e de diagnostico parasitolégico (Kato-Katz e avaliacdo da viabilidade dos
ovos). O teste IgM-ELISA apresentou 98% de sensibilidade, quando o método
parasitologico de fezes é definido como teste referéncia, e especificidade de 98% e
97,3%, para o grupo de individuos clinicamente saudaveis e portadores de outros
helmintos, respectivamente. A eficacia do diagnéstico foi de 97,8% em pacientes de
baixa carga parasitaria, sugerindo que este método podera ser utilizado em areas de

baixa endemicidade.

Muitos estudos tém sido feito na tentativa de obter antigenos purificados e/ou
marcadores de fases clinicas da doenca, ja que isso resultaria em diagndsticos mais
sensiveis e especificos. Dentre os mais estudados e com potencial para uso em
imunodiagndstico encontra-se a fracdo Sm31/32, descrita primeiramente por Ruppel
et al., (1985a). Técnicas imunohistoquimicas mostraram que 0s antigenos presentes
nessa fracdo sdo dois polipeptideos oriundos do tubo digestivo do verme, habeis
indutores de forte e precoce resposta humoral. A tecnologia do DNA recombinante
tem viabilizado a producéo purificada da fracdo Sm31/32 em grandes quantidades.
Porém, ainda ndo se obteve uma padronizacdo satisfatoria destes testes utilizando-
se esses antigenos (VALLI, 2001).

Noya et al.,, (2001) baseados na sequéncia do Sm31, sintetizaram 17
peptideos, dos quais dez se mostraram altamente imunogénicos em experimentos
animais. Os anticorpos gerados por esses peptideos reconheceram moléculas de
S. mansoni em “Western Blot” e em cortes de tecidos do parasita. Com isso,
concluiram que o Sm3l poderia ser utillizado na producdo de anticorpos
monoclonais ou policlonais para deteccdo de antigenos circulantes, contribuindo
para o desenvolvimento de métodos novos, especificos e sensiveis para o

diagnéstico.

Outros antigenos recombinantes avaliados sdo a P28 glutationa S-transferase,
a proteina de 70kDa, a tropomiosina e as catepsinas B e L do S. mansoni
(HAMILTON et al.,, 1998). Segundo o autor, as dificuldades na obtencdo de
peptideos ou proteinas recombinantes estdo relacionadas a sua producdo em
sistemas microbiais que possibilitam configura¢des distintas da molécula nativa, a
falha desse sistema em fornecer moléculas glicosiladas e, algumas vezes, a

separacao incompleta do produto expresso de outros constituintes do sistema de
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expressdo. Tais problemas, enquanto ndo solucionados, sao passiveis de tornarem

0 antigeno recombinante pouco imunogénico e menos especifico.

Sandoval et al., (2006) desenvolveram uma nova abordagem diagndstica
baseada na deteccdo de DNA do S. haematobium pelo PCR (“Polymerase Chain
Reaction”) na urina. Esse autor adaptou essa abordagem em um modelo
experimental murino para S. mansoni acompanhando os estagios agudo e crénico
da infeccdo, comparando com duas ferramentas diagnéstica freqientemente
utilizadas no diagndstico da esquistossomose (Kato-Katz e ELISA) e com 0 PCR em
amostras de fezes. Os resultados sugerem gue esta nova abordagem de PCR pode
ser utilizada também na deteccdo da esquistossomose aguda por S. mansoni
utilizando a urina, sendo mais sensivel do que os métodos tradicionais (Kato-Katz e
ELISA).

Suzuki et al., (2006) desenvolveu e avaliou um novo tipo de PCR para
deteccdo de DNA de S. mansoni em amostras de soro de camundongos como
diagnéstico potencial para deteccdo da esquistossomose. Amostras de soro foram
testadas diretamente, sem a necessidade de extracdo do DNA. Nenhuma reacéo
cruzada entre S. mansoni e outras espécies de helmintos testadas foi observada.
Apés a infecgdo, o soro e as fezes dos camundongos foram coletadas por 8
semanas. Anticorpos IgG anti-verme adulto e anti-ovo foram detectados no soro
apos 6 semanas de infec¢do pelo ELISA e os ovos do parasita s6 foram detectados
nas fezes apds 8 semanas. Por outro lado, o DNA de S. mansoni foi detectado no
soro com 2 semanas apos infeccdo, sugerindo que o PCR € uma potencial

ferramenta para diagndéstico da infeccao recente de S. mansoni.

A maioria dos testes sorologicos para discriminacdo da esquistossomose
aguda e cronica utiliza as técnicas de imunofluorescéncia, ELISA, ou “Western Blot”.
O emprego da técnica de imunofluoréscencia indireta (IFI) em cortes de vermes
adultos permitiu observar anticorpos IgA na fase aguda da doencga, e IgM e IgG tanto
na fase aguda quanto na cronica. Portanto, no estagio crénico a IgA desaparece,
mas tanto IgM e IgG se mantém presentes. Porém, o padrdo de fluorescéncia de
IgG se torna difuso e IgM sofre uma reducgéo de seus titulos em quase dez vezes
(KANAMURA et al., 1979, 1991). Esse padréo de deteccédo dos anticorpos IgA, IgM
e 1gG, revelados pela imunofluorescéncia indireta, também foi confirmado nos
ensaios imunoenzimaticos (KANAMURA et al., 1979; MOTT & DIXON, 1982; LIMA
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et al., 1996), nos quais a IgA aparece como marcador da fase aguda (trés meses) e

a IgM e/ou IgG como marcadores da fase crbnica.

A técnica de ELISA € um dos testes mais utilizados para analisar a resposta
soroldgica especifica contra antigenos de Schistosoma na tentativa de discriminar as
formas clinicas da doenca nos paises onde a doenca € endémica. Valli et al., (1997)
avaliaram a eficiéncia do ELISA no diagnéstico e na distingdo sorolégica das duas
fases da infeccdo. Nesse estudo, foram detectados anticorpos IgG contra antigenos
do verme em todos os pacientes (100%). Anticorpos IgA foram detectados em
81,8% dos pacientes em fase aguda e 5,9% daqueles na fase crénica da doenca.
Esses resultados demonstraram que o ELISA, utilizando extratos solUveis de vermes
adultos, apresentaram excelente sensibilidade e especificidade, além de distinguir o

isotipo predominante e a fase da doenca.

Valli et al., (1999) também utilizaram a técnica de “Western Blot” e o0 antigeno
soltvel de S. mansoni adulto em um estudo com pacientes esquistossomoticos em
diferentes fases da doenca (aguda e cronica) e criancas com altos titulos de IgM. A
fracdo 31/32 kDa foi a mais reconhecida pelos diferentes isotipos de anticorpos. Em
pacientes de fase aguda, seu reconhecimento pelos anticorpos IgG e IgM chegou a
100%, e por IgA a 90%. Em 98% dos portadores da fase crbnica, a fracdo 31/32 kDa
foi reconhecida pelo anticorpo IgG e apenas 10% dos pacientes produziram
anticorpos IgA e IgM. O perfil dos soros das criancas foi semelhante aos pacientes
em fase aguda. Essas observacbes confirmam a fracdo 31/32 kDa como um
marcador soroldgico de fase aguda e também a possibilidade de diferenciacéo das
fases de infeccao a partir do isotipo selecionado para o diagnostico.

Antigenos como SEA — “Soluble Egg Antigen” (LIPPING et al., 1996) e SWAP —
“Soluble Worm Antigen Preparation” (VALLI et al., 1997) também s&o utilizados para
diferenciacdo das formas clinicas através da detec¢éo de niveis de anticorpos IgM,
IgG e IgA contra esses antigenos. Além disso, o antigeno recombinante Sm14, que
€ extraido de vermes adultos de S. mansoni (TENDLER et al., 1996), também pode

ser de utilidade diagnostica para diferenciar formas agudas e cronicas.

Segundo estudos de Omer Ali et al., (1989), na esquistossomose ocorre uma
resposta imune contra antigenos de superficie do esquistossdmulo recém-formado

com altos niveis de anticorpos direcionados a epitopos de carboidratos que séo



BECK L. Introducdo35

detectados somente durante a fase aguda da doenca. A presenca de uma
hemocianina (“Keyhole Limpet Haemocyanin” - KLH) encontrada no molusco
marinho Megathura crenulata, que compartilha um epitopo bem definido com a
superficie do esquistossbmulo (GRZYCH et al.,, 1987), pode contribuir para
elaboracdo de um imunodiagndstico simples capaz de diferenciar as formas clinicas

da esquistossomose.

Essa abordagem diagndstica avaliando a atividade de anticorpos 1gG e IgM
anti-KLH foi utilizada ndo s6 como mais um recurso potencial para o diagnostico da
infeccdo por S. mansoni no Brasil (ALVES BRITO et al.,, 1992), S. mansoni e
S. haematobium no Egito (MARKL et al.,1991) e S.japonicum na China
(YUESHENG et al.,, 1994), mas também para diferenciacdo das infec¢bes
esquistossomoticas aguda e cronica, bem como para monitorar a cura
quimioterapica (MANSOUR et al., 1989; RABELLO et al., 1993, 1995; RABELLO,
1997). Sobre esse tema, Rabello et al., (1995) demonstraram que tanto os niveis de
IgM quanto de IgG anti-KLH foram mais significativamente altos no grupo de
pacientes com a forma aguda do que nos cronicos. Os titulos de IgA anti-SEA
também se mostraram estatisticamente mais altos nos pacientes com a forma
aguda. A sensibilidade do IgM e do IgG anti-KLH e do IgA anti-SEA para a deteccdo
da forma aguda da infeccdo foram 94,4 e 100%, respectivamente. Os autores
confirmam a utilizacdo do KLH como um marcador diagnoéstico devido a sua alta
sensibilidade, e sugerem a utilizacdo do IgA anti-SEA como uma nova ferramenta
para a diferenciacdo sorolégica das formas aguda e crénica da esquistossomose

humana.

Além disso, os anticorpos que reagem contra o antigeno soltvel de ovo (SEA)
e contra o KLH, vém sendo usados na verificacdo de cura apos dois anos da
quimioterapia. A IgM anti-KLH torna-se negativa apds 2 meses do tratamento e a
IgG anti-KLH declina cerca de 12 a 24 meses depois. Tanto a IgM quanto a IgG
contra antigenos de ovo e do verme adulto permanecem reativas durante 0 mesmo
periodo. Entretanto, alguns trabalhos ndo confirmam as qualidades do KLH como
marcador de fase aguda, de qualquer forma, o diagnostico especifico da

esquistossomose nao seria obtido com esse antigeno (HAMILTON et al., 1998).
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2. JUSTIFICATIVA

A diferenciacdo entre as formas aguda e cronica da esquistossomose se
baseia em dados clinicos e epidemiolégicos associados com achados laboratoriais
que sdo obtidos através de testes soroldgicos. Essa diferenciacdo é particularmente
importante no que diz respeito ao procedimento adotado no tratamento dos
portadores de infeccdo. Na esquistossomose aguda é recomendavel a utilizacdo de
corticosteréides associados as drogas esquistossomicidas (praziquantel ou
oxamniquine) a fim de reduzir as manifestagfes sistémicas e alérgicas e suprimir a
resposta imune causada tanto pelas formas imaturas quanto pelos vermes adultos
do S. mansoni (LAMBERTUCCI et al., 1989, RABELLO et al., 1994). Além disso, 0
tratamento precoce de casos agudos evita a evolugdo e o agravamento do quadro
clinico (BINA 1981, 1992; PRATA 1976, 2004; ANDRADE, AZEVEDO 1987, 1989;
HUGGINS, SANTOS 1994; DOMINGUES, DOMINGUES 1994).

Numerosas técnicas tém sido utilizadas para o sorodiagnostico da
esquistossomose, entretanto, ha divergéncias referentes a adequacdo dos métodos
capazes de distinguir entre as formas aguda e crbnica da doenca. O
desenvolvimento e/ou validacdo de uma ferramenta que permita o diagnéstico
diferencial das formas clinicas seriam de extrema importancia para os servi¢cos de
saude de Pernambuco ndo sé para fins de inquéritos populacionais em areas de
baixa prevaléncia e intensidade de infecgdo e/ou submetidas a acdes interventivas
de controle, mas também na definicAo de medidas terapéuticas frente aos casos
agudos de infeccdo frequentemente registrados nas areas litoraneas. No ponto de
vista do diagndstico individual estes testes podem ser Uteis para definir casos com
histéria epidemioldgica e manifestacfes clinicas duvidosas, permitindo com isso o
tratamento precoce do individuo, evitando que o mesmo desenvolva a forma crénica

da doenca que € potencialmente grave.
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3. PERGUNTA CONDUTORA

Os testes imunoldgicos utilizando os antigenos KLH, SEA, SWAP e Sm14,
sdo capazes de diferenciar as formas clinicas, aguda e crbnica, da esquistossomose

mansoénica?
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4. OBJETIVOS

4.1 GERAIS:

» Reavaliar os testes sorologicos utilizando os antigenos KLH, SEA e SWAP
para a distincdo das formas aguda e cronica da esquistossomose mansonica

humana;

» Avaliar o antigeno recombinante Sm14 para a distingdo das formas aguda e

cronica da esquistossomose mansoénica humana.

4.2 ESPECIFICOS:

» Avaliar a resposta humoral de pacientes com as formas clinicas aguda e
cronica da esquistossomose, analisando a reatividade de anticorpos IgG, IgM
e IgA contra antigenos KLH, SEA, SWAP e o antigeno recombinante Sm14;

» Avaliar a resposta humoral de pacientes infectados com Ascaris lumbricoides,
Trichuris trichiura e Ancilostomideos, analisando a reatividade dos mesmos

anticorpos e antigenos utilizados para os pacientes com esquistossomose;
» Avaliar a sensibilidade e especificidade dos testes utilizados;

» Analisar estatisticamente as diferencas entre niveis de anticorpos

relacionados as formas clinica aguda e cronica.
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5. MATERIAL E METODOS

5.1 SELECAO DE SUJEITOS

Os individuos esquistossomoticos, portadores de outras helmintoses e os
normais foram selecionados, em trés municipios: Recife, Sdo Lourenco da Mata e
Ipojuca, pertencentes & Regido Metropolitana do Recife (Figura 3). A selecéo para a
caracterizacao tanto dos pacientes esquistossomoticos agudos e crénicos quanto os
portadores de outras helmintoses, utilizou os seguintes critérios: participacdo em
inquérito epidemioldgico, historia clinica, exames fisico e parasitologico de fezes. Ja
os critérios utilizados para a sele¢cdo dos individuos normais foi o inquérito
epidemiologico e 0 exame parasitolégico de fezes. Os métodos parasitologicos
empregados para confirmacdo da doencga ativa foram o de Kato-Katz (KATZ et al.,
1972) e o de Hoffman, Pons e Janer (1934).

Foram dois os tipos de estudos utilizados neste trabalho. Os estudos foram
definidos como estudo de observacional que foi utilizado na selecdo dos grupos de
pacientes esquistossomoticos crénicos e 0s pacientes portadores de outras
helmintoses. O segundo estudo foi definido como estudo transversal onde houve a
caracterizagcdo dos pacientes com a forma aguda da esquistossomose e 0S

individuos sem a doenca.
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ESTADO DE PERNAMBUCO

REGIAO
METROPOLITANA
DO RECIFE

Figura 3: Mapa do Estado de Pernambuco destacando a Regido Metropolitana
do Recife, bem como os municipios de Recife, Sdo Lourenco da Mata e Ipojuca,
onde foram selecionados os individuos do estudo.
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O grupo de pacientes portadores da esquistossomose aguda (n = 54) foi
selecionado de um surto epidemioldgico da doenca ocorrido, em 2000, em Porto de
Galinhas, no municipio de Ipojuca (Figura 4), Pernambuco (BARBOSA et al., 2001a,
2001b). Essa selecdo foi feita com base em exames clinico, hematologico e
parasitologico de fezes (03 amostras). O exame clinico foi realizado em colaboracao
com uma equipe de médicos, pertencentes ao Setor de Gastroenterologia do
Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Pernambuco. As manifestacdes
clinicas predominantes foram: mal-estar, febre alta, emagrecimento, fendmenos
alérgicos, tosse, diarréia, hepatoesplenomegalia e linfadenomegalia. Os exames
laboratoriais hematoldgicos apresentaram leucocitose com eosinofilia e altos niveis
de IgE total e nos parasitologicos foram observados ovos de S. mansoni através dos
métodos de Hoffman, Pons e Janer (1934) e de Kato-Katz (1972), caracterizando a
forma ativa da doenca. Apds o tratamento quimioterapico dos pacientes com
oxamniquine (15 mg/kg) houve reducéo da leucocitose, da eosinofilia e dos niveis de
IgE.

Esse grupo foi formado por 24 individuos do sexo feminino (44,4%) e 30
individuos do sexo masculino (55,5%), incluindo criangas e adultos com idades
variando de 3 a 47 anos. A carga parasitaria média para o0 grupo de pacientes
agudos foi de 157,8 ovos por grama de fezes (opg), correspondendo a apenas um
exame Kato-Katz, realizado no ano de 2000, cujo resultado foi a média da leitura de

duas laminas.
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Figura 4: Areas residenciais alagadas em Porto de Galinhas, municipio de Ipojuca,
Pernambuco, apos fortes chuvas ocorridas durante o més de julho de 2000.
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O grupo de pacientes com esquistossomose cronica (n = 54) foi selecionado de
um estudo observacional formado por individuos que, durante o periodo de 1995 a
1999, participaram de trés inquéritos parasitoldégicos anuais, realizados no Engenho
Araujo (Figura 5), municipio de S&o Lourenco da Mata, Pernambuco, considerado
endémico para a doenca (Beck et al., 2001). Dos pacientes pertencentes ao grupo
dos esquistossomoticos cronicos, 53 pacientes possuiam a forma clinica intestinal e

um possuia a forma hepatointestinal.

Em cada inquérito, trés amostras de fezes foram coletadas de cada
individuo, a intervalos semanais, com duas laminas cada, totalizando o exame de
seis laminas por individuo por inquérito. Foram considerados positivos 0s
individuos com opg > 0 em pelo menos uma das seis laminas Kato-Katz e
negativos, 0s que nao apresentaram ovos nas seis laminas. O nome, idade, peso e
eventuais contra-indicagcdes para o tratamento de cada paciente foram registrados
em formulario padrdo. O tratamento seletivo com oxaminiquine (até 1998) ou
praziquantel (em 1999) foi administrado anualmente, sempre ap0s o primeiro
inquérito (marco), seguindo as recomendacdes de dosagens e contra-indicacbes
da FUNDACAO NACIONAL DE SAUDE/FUNASA (FNS, 1994). Ap6s o inquérito
de margo de 1999, antes da introducao do praziquantel, o sangue dos 54 pacientes
cronicos, com diagndstico positivo para S. mansoni, foi coletado para obtencéo do
plasma. Apos o tratamento com o praziguantel os pacientes foram acompanhados
até setembro/2003.

O grupo de pacientes com esquistossomose cronica foi formado por 31
individuos do sexo feminino (57,4%) e 23 individuos do sexo masculino (42,6%), e
incluiu criancas e adultos com idades variando de 4 a 79 anos. A carga parasitaria

meédia para este grupo foi de 181,44 ovos por grama de fezes (opg).
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Figura 5: Areas do Engenho Aradjo, municipio de S&o Lourenco da Mata,
Pernambuco, mostrando o detalhe das residéncias e do riacho, utilizado pela
populacéo local para varias atividades domésticas e de lazer.
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O grupo de pacientes portadores de outras helmintoses foi composto por nove
individuos infectados com Ascaris lumbricoides, Tricuris trichiura e ancilostomideos,
residentes no mesmo engenho onde foram selecionados os pacientes crénicos. O
sangue deles também foi coletado antes da medicacdo com mebendazol, logo apos
0 inquérito parasitologico de marco de 1999. Esse grupo foi formado por cinco
individuos do sexo feminino (55,5%) e quatro individuos do sexo masculino (44,4%),
com idades variando de 8 a 79 anos. Dos nove pacientes, cinco (55,5%) possuiam
infecc@o dupla, por A. lumbricoides e T. trichiura ou ancilostomideos e T. trichiura.
No restante da amostra (n=4) foram encontradas infec¢cées simples por T. trichiura
ou por ancilostomideos. Nao foi observada a presenca de ovos de S. mansoni em

nenhum dos pacientes deste grupo.

O grupo de individuos normais (n = 15), foi composto por 12 individuos do
sexo feminino (80%) e trés individuos do sexo masculino (20%), com idades
variando de 22 a 50 anos, cujo diagndstico parasitolégico de fezes foi negativo para
S. mansoni em duas amostras de fezes, cada um com duas laminas, totalizando
quatro laminas Kato-Katz. Os individuos desse grupo residiam no municipio de

Recife e nenhum deles relatou ter contato com banhos de rios, lagos ou riachos.
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5.2 OBTENCAO DO PLASMA

O sangue (5 ml) de pacientes com as formas aguda e crbnica, o dos
individuos portadores de outras helmintiases, assim como o dos individuos normais
foram coletados com heparina (10 U/ml). Em seguida ele foi centrifugado e os
plasmas separados. Apds a separacao, o plasma de todos os individuos foi mantido

a temperatura de -20°C até serem utilizados nos testes imunolégicos.
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5.3 Antigenos utilizados

Os seguintes antigenos de S. mansoni foram utilizados no presente estudo:

» SEA: utilizado na concentracdo de 10 ug/ml para deteccao de IgG e IgM e
87,5 ug/ml para deteccéao de anticorpos IgA.

» SWAP: utilizado na concentracao de 10 ug/ml para deteccéo de IgG e IgM.

» Sm1l4: utilizado na concentracdo de 10 pg/ml para deteccédo de IgG e 5 pg/mi

para a deteccao de IgA.

» KLH: utilizado na concentracédo de 2ug/ml para deteccdo dos anticorpos 1gG
e IgM.

O antigeno SEA foi obtido de acordo com a metodologia proposta por Pearce et
al., (1991), a quantidade da proteina foi determinada pelo método de Lowry et al.,
(1951), e as aliquotas foram liofilizadas e estocadas em pequenas quantidades a -
70°C. O SWAP foi preparado de acordo com a metodologia de Boros e Warren
(1970). O antigeno recombinate Sm 14 foi produzido, segundo Tendler et al., (1996)
e fornecido pelo Laboratorio de Esquistossomose Experimental do Instituto Oswaldo
Cruz/FIOCRUZ. O antigeno KLH foi obtido comercialmente (H-7117, Sigma).

As concentracdes ideais dos antigenos foram determinadas apoés titulacdo

prévia, utilizando-se um plasma padréo positivo e outro negativo.
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5.4 DETECCAO DE ANTICORPOS ATRAVES DA TECNICA DE ELISA

O teste utilizado para deteccdo de anticorpos IgG, IgM e IgA contra o0s
antigenos acima mencionados foi o ELISA indireto. Para sua realizacdo foram
usadas placas do tipo Immulon 4 com 96 pocos. Essas placas foram sensibilizadas
com os antigenos diluidos em tampao carbonato/bicarbonato, 0,01M, pH 9,6 nas
concentracfes descritas acima e incubadas por 18 h a 4°C. Apés essa etapa, as
placas foram bloqueadas com 150 pl de leite instantaneo desnatado a 5% em PBS
Tween 20 (salina tamponada com fosfato - polyoxyethylene sorbitan monolaurate) a
0,05%, pH 7,6 durante 1 h a 37°C para as placas sensibilizadas com KLH e por 45
min a 37°C para as placas sensibilizadas com SEA, SWAP e Sm14. Em seguida, as

placas foram lavadas trés vezes com PBS Tween 20 a 0,05%, pH 7,2.

Os plasmas dos pacientes agudos e crénicos, dos individuos normais e do
controle positivo foram diluidos em PBS Tween 20 a 0,05%, pH 7,6 e adicionados as
placas em um volume de 50 pl por poco, em duplicata, nas seguintes proporcdes e

nas condicdes de incubacéo descritas abaixo:

» 1:2000 para deteccdo de anticorpos IgM e IgG contra o antigeno KLH e
incubadas por 2 h em temperatura ambiente;

» 1:400 para deteccao de IgM e 1:200 para deteccao dos anticorpos IgG e IgA

contra 0 antigeno SEA e incubadas por 45 min a 37°C;

» 1:100 para deteccdo de anticorpos IgM e IgG contra o antigeno SWAP e
incubadas por 45 min a 37TC.

» 1:100, para a deteccao de IgG e 1:50 para detec¢do de IgA contra o antigeno

recombinante Sm14 e incubadas por 30 min a 37<C.

Dois pocos da placa com os respectivos antigenos e com 50 uyl de PBS
Tween 20 a 0,05%, pH 7,6 em lugar do soro foram utilizados em cada placa para
caracterizar o branco da reagao. As placas foram novamente lavadas trés vezes
com PBS Tween 20 a 0,05%, pH 7,2.

ApoOs as lavagens, os conjugados (anti-imunoglobulina humana dos isotipos

IgM, 1gG ou IgA) marcados com peroxidase foram colocados em um volume de 50 pl
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por poco, diluidos em PBS Tween 20 0,05%, pH 7,6 nas proporc¢des e condi¢des de

incubacé&o abaixo:

» 1:1000 para detectar anticorpos IgM e IgG contra o antigeno KLH e

incubadas por 2 h em temperatura ambiente;

» 1:2.500, 1: 3.000 e 1:700 para detectar anticorpos IgM, IgG e IgA contra o
antigeno SEA respectivamente e foram incubadas por 45 min a 37°C.

» 1:750 para detectar anticorpos IgM e 1:1500 para IgG contra o antigeno
SWAP e incubadas a 45 min a 37°C.

» 1:3.000, 1:750 para detectar anticorpos IgG e IgA contra o antigeno

recombinante Sm14 e incubadas a 45 min a 37°C.

Apds essa etapa, mais trés lavagens foram realizadas. Em seguida, foi
aplicado o substrato ABTS (2.2-azino-di[3-ethylbenzithiazoline sulfonate (6)]) em um
volume de 100 pl por poco e incubado a temperatura ambiente e no escuro para IgG
por cerca de 20 min e por 30 min sob as mesmas condi¢cdes para IgM e IgA.
Decorrido esse tempo, a revelagao foi interrompida utilizando SDS (“Sodium Dodecyl
Sulfate”) a 10% e as placas foram analisadas utilizando o software “Microplate
Manager” em um computador conectado ao leitor de ELISA “Microplate Reader”

modelo 3550 BioRad, em comprimento de onda de 405 nm.

As diluicBes ideais de soro e de conjugado foram determinadas apos titulacao

prévia, utilizando-se um plasma padrdo positivo e outro negativo.

Os niveis de anticorpos encontrados foram expressos sob a forma de UAE
(unidade arbitraria de ELISA) a fim de minimizar a variabilidade de valores dos
controles positivo e negativo bem como das amostras encontradas em cada
experimento (VERWEIJ et al., 1995). A UAE consiste na razdo entre a densidade
otica (D.O.) encontrada para cada amostra teste e a D.O. encontrada para o plasma

referéncia na mesma placa.
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5.5 Analise estatistica

Para a analise estatistica foram utilizados varios parametros para uma melhor

interpretacdo dos resultados obtidos, séo eles:

>

Curva ROC (“Receiver Operating Characteristics”) — utilizada para mostrar o
equilibrio entre a sensibilidade e especificidade de um teste, mostrando o
melhor ponto de corte (FLETCHER et al.,1996);

“Cut-Off” (CO) - indica um valor acima do qual os resultados sé&o
considerados positivos e indicam os doentes e abaixo, 0s resultados sé&o
dados como negativos e correspondem aos nao doentes (FERREIRA,
AVILA, 2001);

Sensibilidade — proporcéao dos individuos com a doenca, com teste positivo
(FERREIRA, AVILA, 2001);

Especificidade — proporcdo dos individuos sem a doenca, com teste
negativo (FERREIRA, AVILA, 2001);

“Likelihood Ratio” ou razdo de Probabilidade (LR) — indica a probabilidade
de tal resultado em pessoas com a doenca, dividida pela probabilidade do
mesmo resultado em pessoas sem a doenca. Expressando, quantas vezes
mais (ou menos) € provavel encontrar um resultado de um teste em
pessoas doentes comparadas com as nado doentes (FLETCHER et
al.,1996).

Os resultados foram analisados através do software estatistico “Medcalc”

Versao 8.1 para analise da curva ROC e para tracar e determinar o CO. Os graficos

da curva ROC mostram a sensibilidade versus 1 - especificidade, de modo que as

areas geradas abaixo da curva (AACs) variem de 0,5 a 1,0 com valores mais altos

indicando o aumento da capacidade discriminatéria. Quando a variavel sob estudo

nao pode ser distinguida entre os dois grupos, a area sera igual a 0,5 (a curva ROC

ird coincidir com a diagonal). O CO foi selecionado para produzir maior acuracia

(minimo de resultados falsos negativos e falsos positivos).
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A comparagdo das AACs foram representadas utilizando pressupostos nao
paramétricos. A sensibilidade, a especificidade e a LR para os resultados
encontrados foram calculadas, como descrito por Sackett et al., (1991). As taxas de
probabilidade expressaram as “Odds Ratio” (OR) para um soro referéncia. As

diferencas foram consideradas significativas quando p < 0,05.
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5.6 Aspectos éticos

Esse projeto foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica do Centro de
Pesquisas Aggeu Magalhdes (CPgAM-FIOCRUZ), processo n°® 02/2003 (Anexo 1).
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6. RESULTADOS

6.1 DISCRIMINACAO DOS GRUPOS DE PACIENTES COM A FASE AGUDA E
CRONICA DA ESQUISTOSSOMOSE

De acordo com os resultados encontrados, o SEA IgA, SEA 1gG, SEA IgM,
SWAP IgG, KLH IgM, e KLH IgG apresentaram areas na curva ROC com valores
significantemente diferentes de 0,5. Estes resultados indicaram que os testes
imunologicos utilizados possuem capacidade de distinguir 0s grupos dos pacientes
com a forma aguda daqueles com a forma cronica da esquistossomose mansonica.
Ja 0 Sm14 IgA, Sm14 IgG e o SWAP IgM apresentaram areas abaixo da curva
ROC, porém com valores que ndo diferiram significativamente de 0,5 (p > 0,05),
indicando que estes testes imunologicos utilizando o Sml4 n&o possuem

capacidade discriminatoria para distinguir as fases da doenca.

O teste que mostrou uma maior capacidade discriminatéria entre as formas
clinicas aguda e crbnica foi o SEA IgA (AAC = 0,877). Além disso, esse teste
também mostrou uma AAC significativamente maior quando comparado com o SEA
IgG (p = 0,012), com o SEA IgM (p < 0,001) e com o SWAP IgG (p = 0,005).
Entretanto, as diferencas nas AACs n&o foram estatisticamente significativas em
relacdo ao KLH IgM e o KLH 1gG (AACs de 0,825 e 0,793, respectivamente), apesar

de também apresentarem AACs altas (Tabela 1, Figura 6).

Semelhantemente, o SEA IgA e o KLH IgM também apresentaram AACs
relativamente altas. Apesar disso, as areas nado foram significativamente diferentes
(p> 0,05) quando comparadas ao SEA IgG, o SEA IgM, o SWAP IgG, o KLH IgM e 0
KLH IgG. As diferencas observadas entre as AACs do SEA I1gG, o KLH IgG, o SWAP
IgG e 0 SEA IgM néo foram significativas, indicando capacidades discriminatorias

das formas clinicas aguda e crénica semelhantes entre si (Tabela 1 e Figura 6).

O CO foi calculado para a obtencdo dos melhores resultados entre a
sensibilidade e a especificidade. Os resultados das sensibilidades, das
especificidades e das taxas de probabilidade (LR+: "Likelilhood Ratio” para
resultados positivos; LR-: “Likelihood Ratio” para resultados negativos) dos varios
testes estudados estdo demonstrados na Tabela 1.
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Tabela 1: Desempenho de varios testes

formas aguda e cronica da esquistossomose*.

54

soroldgicos para discriminacédo das

Testes AAC CcoO Sensibilidade Especificidade LR+ LR-
(IC 95%) (IC 95% ) (IC 95%)

SEA IgA 0.877 0,054 80,0 87,0 6,17 0,23
(0,800-0,932) (67,0-89,6) (75,1-94,6)

KLH IgM 0,825 0,041 80,0 75.9 3,32 0,26
(0,741-0,891) (67,0-89,6) (62,4-86,5)

KLH 1gG 0,793 0,059 74,5 75,9 3,10 0,34
(0,645-0,818) (61,0-85,3) (62,4-86,5)

SEA IgG 0,738 0,641 70,9 68,5 2,25 0,42
(0,704-0,864) (57,1-82,4) (54,4-80,5)

SWAP IgG 0,712 0,962 63,0 70,4 2,12 0,53
(0,617-0,795) (48,7-75,7) (56,4-82,0)

SEA IgM 0,669 0,098 61,8 64.8 1,76 0,59
(0,572-0,756) (47,7-74,6) (50,6-77,3)

* Foram apresentados apenas os testes que diferenciaram as duas formas clinicas.

AAC: area abaixo da curva ROC; IC: Intervalo de confianga; LR+: para resultados
com probabiidade de serem positivos; LR-: para resultados com probabilidade de

serem negativos; e CO: valores acima dos quais sao considerados positivos.
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Figura 6. A curva ROC mostra a capacidade de alguns testes estudados
discriminarem as fases aguda e cronica da esquistossomose. As areas
acima da curva indicam as melhores discriminagdes totais dos testes.
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6.2 DISCRIMINACAO DOS GRUPOS DE PACIENTES COM A FASE AGUDA DA
ESQUISTOSSOMOSE COMPARADOS A INDIVIDUOS SEM
ESQUISTOSSOMOSE E PACIENTES INFECTADOS COM OUTRAS
HELMINTOSES

Os resultados mostraram que tanto o SWAP IgG (AAC = 0,958), quanto o
SEA IgG (AAC = 0,847) e o KLH IgM (AAC = 0,655), apresentaram areas da Curva
ROC significativamente diferentes de 0,5 (p < 0,0001; p < 0,0001; p = 0,0438,
respectivamente), indicando que o0s testes utilizados possuem capacidade
discriminatoria entre o grupo de pacientes com a forma aguda da doenca e o grupo
de pacientes sem esquistossomose, incluindo nesse grupo aqueles individuos

portadores de outras helmintoses (Tabela 2).

O SWAP IgG mostrou a maior taxa de AAC, o que demonstra uma
capacidade discriminatoria entre 0s pacientes portadores da esquistossomose e
pacientes portadores de outras helmintoses. Além disso, foi encontrada uma taxa
significativamente mais alta de AAC para o SWAP IgG quando comparada tanto com
o SEA IgG (p = 0,026) e com o KLH IgM (p < 0,001). A AAC demonstrada pelo SEA
IgG foi mais alta do que a apresentada pelo KLH IgM (p = 0,018), indicando um alto
poder discriminatorio. Por outro lado, pacientes portadores da forma aguda da
doenca ndo produzem quantidade suficiente de anticorpos especificos nos outros
testes estudados (SEA IgM, SEA IgA, SWAP IgM, Sm14 IgA, Sm14 IgM e KLH IgG),
apresentando AAC néo diferente de 0,5 (p > 0,05), indicando que estes testes nao

tém capacidade discriminatdria entres os grupos comparados (Tabela 2).
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Tabela 2: Desempenho de varios testes soroldgicos para discriminacao de pacientes
com infeccdo aguda e de pacientes sem esquistossomose, incluindo pacientes

infectados com outras helmintoses*.

Testes AAC CcO Sensibilidade Especificidade LR+ LR-
(1C 95%) (IC 95% ) (IC 95%)
SWAP 0.958 0.427 87.0 85.7 6.09 0.15
lgG (0.879- (75.1-94.6) (57.2-97.8)
0.991)
SEA IgG 0.847 0.55 85.5 78.6 3.99 0.19
(0.740- (73.3-93.5) (49.2-95.1)
0.922)
KLH IgM 0.655 0.091 69.1 64.3 1.93 0.48
(0.530- (55.2-80.8) (35.2-87.1)
0.765)

* Foram apresentados apenas os testes que diferenciaram os dois grupos de
pacientes.

AUC: area abaixo da curva ROC; IC: Intervalo de confianca; LR+: para resultados
com probabilidade de serem positivos; LR-: para resultados com probabilidade de
serem negativos; CO: valor acima dos quais séo considerados positivos.
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6.3 Discriminagdo dos grupos de pacientes com a fase crénica comparados com
individuos sem esquistossomose e pacientes infectados com outras

helmintoses

Nesta analise, o SWAP IgG (AAC = 0,905) e o SEA IgG (AAC = 0,720)
apresentaram areas significativamente diferentes de 0,5 (p = 0,0015 e p < 0,0001,
respectivamente) na curva ROC, indicando que os testes utilizados possuem
capacidade de distinguir os grupos infectados com a forma crénica do grupo néo
infectado por S. mansoni, este Ultimo grupo inclui individuos saudaveis ou

portadores de outras helmintoses (Tabela 3).

O SWAP IgG mostrou uma AAC significativamente mais alta quando
comparada ao SEA IgG (P = 0,005), o que indicou um alto poder discriminatdrio. Por
outro lado, os pacientes crénicos ndo produziram anticorpos especificos suficientes
em outros testes analisados (SEA IgM, SEA IgA, SWAP IgM, Sm14 IgA, Sm14 IgM,
KLH IgM e KLH IgG), que apresentaram areas sem diferencas significativas (p >
0,05) na curva ROC. Mostrando que estes testes ndo possuem capacidade de
discriminar a forma clinica crbnica da esquistossomose de grupos saudaveis e

portadores de outras helmintoses.
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Tabela 3: Desempenho de vérios testes soroldgicos para discriminacdo de pacientes
com infeccdo cronica dos individuos sem esquistossomose, incluindo pacientes com

outras helmintoses®*.

Testes AAC CO Sensibilidade Especificidade LR+ LR-
(IC 95%) (IC 95% ) (IC 95%)
SWAP 0,905 0,245 92,6 78,6 4,32 0,09
lgG (0,800- (82,1-97.9) (49,2-95,1)
0.962)
SEA IgG 0,720 0,404 74,1 64,3 2,07 0,40
(0,598- (60,3-85,0) (35,2-87,1)
0,822)

*Foram apresentados apenas os testes que diferenciaram os dois grupos de
pacientes.

AAC: area abaixo da curva ROC; IC: Intervalo de confianga; LR+: para resultados
com probabilidade de serem positivos; LR-: para resultados com probabilidade de
serem negativos, CO: valor acima dos quais sao considerados positivos.
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6.4 DISCRIMINACAO DOS GRUPOS DE PACIENTES COM AS FASES AGUDA E
CRONICA DA ESQUISTOSSOMOSE COMPARADOS A INDIVIDUOS SEM
ESQUISTOSSOMOSE E PACIENTES INFECTADOS COM OUTRAS
HELMINTOSES

Neste caso, os resultados mostraram que o SWAP IgG (AAC = 0,931) e 0
SEA IgG (AAC = 0,784) apresentaram areas na curva ROC significativamente
diferentes de 0,5 (p < 0,0001), indicando que os testes utilizados possuem
capacidade de distincdo entre os grupos infectados com S. mansoni dos grupos sem

esquistossomose, incluindo pacientes portadores de outras helmintoses (Tabela 4).

Para o SWAP IgG foi encontrada uma AAC significativamente mais alta
guando comparada ao SEA IgG (p = 0,004), indicando que o teste possui um alto
poder discriminatério. Entretanto, pacientes esquistossomoéticos (agudos e crénicos)
ndo produziram anticorpos especificos em quantidade suficiente nos outros testes
avaliados (SEA IgM, SEA IgA, SWAP IgM, Sm14 IgA, Sm14 IgM, KLH IgM e KLH
IgG), os quais apresentaram areas sem diferencas significativas de 0,5 (p > 0,05),

indicando que estes testes ndo possuem capacidade discriminatéria (Tabela 4).



BECK L Resultados

61

Tabela 4. Desempenho de varios testes soroldgicos para discriminacao de pacientes

com infeccdo aguda e crbnica da esquistossomose daqueles pacientes sem

esquistossomose, incluindo pacientes com outras helmintoses*.

Testes AAC CcO Sensibilidade Especificidade LR+ LR-
(IC 95%) (IC 95% ) (IC 95%)
SWAP 0,931 0,245 94,4 78,6 4,41 0,07
lgG (0,871- (88,3-97,9) (49,2-95,1)
0,969)
SEA IgG 0,784 0,404 84,4 64,3 2,36 0,24
(0,701- (76,2-90,6) (35,2-87,1)
0,853)

*Foram apresentados apenas os testes onde houve diferenciacéo dos grupos.

AAC: area abaixo da curva ROC; IC: Intervalo de confianga; LR+: para resultados
com probabilidade de serem positivos; LR-: para resultados com probabilidade de

serem negativos; CO: valor acima dos quais sao considerados positivo.
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7. DISCUSSAO

O diagnostico correto de qualquer doenca, seja a nivel individual ou coletivo,
€ um instrumento importante que auxilia o estabelecimento de condutas adequadas
para o tratamento dos portadores da infec¢do, permite aos servicos de saude
estimar as necessidades de intervencdo em uma dada comunidade e selecionar

quais as acdes de controle sdo mais apropriadas a cada situacéo epidemioldgica.

As formas clinicas e a sintomatologia da esquistossomose se assemelham as
de muitas outras doengas, portanto essa inespecificidade e a variagdo nos sintomas
dificultam o seu diagnéstico apenas pelo exame clinico do paciente. Por esse
motivo, o diagndstico definitivo € dado por exames laboratoriais, que podem ser
feitos por métodos diretos, ou seja, que detectam a presenca de ovos de S. mansoni
nas fezes ou tecidos, ou através de métodos indiretos, que se baseiam em técnicas

imunologicas.

O diagnostico da esquistossomose é baseado principalmente em métodos
parasitolégicos quantitativos e qualitativos, como o de Kato-Katz e Hoffman, Pons e
Janner, respectivamente (TSANG et al.,, 1983a). No entanto, 0s esquistossomos,
sdo menos fecundos do que muitos helmintos e a maioria dos ovos ficam retidos nos
tecidos (KLOETZEL, 1963), fazendo com que areas onde a prevaléncia e a
intensidade de infeccdo sdo consideradas baixas, os métodos parasitologicos
tenham as suas sensibilidades diminuidas, subestimando o ndmero de individuos
positivos (NOYA et al.,, 1997). Nesses casos, 0s métodos imunoldgicos sdo de
fundamental importancia sendo utilizados principalmente como métodos auxiliares
em levantamentos epidemioldgicos, para o controle de cura e para se tentar
alcancar uma prevaléncia real (BERQUIST, 1992; NOYA et al., 2006).

Outra aplicacdo importante do diagnostico imunoldgico esta na definicdo da
fase aguda toxémica da esquistossomose mansonica que, muitas vezes, constitui
um desafio ja que pacientes com infec¢éo cronica provenientes de areas endémicas
podem também apresentar um quadro clinico semelhante ao da esquistossomose
aguda (LAMBERTUCCI et al., 1994; RABELLO et al., 1994). O diagndstico das fases
agudas, no periodo pré-postural de ovos, é importante para o tratamento precoce,

pois pode evitar a evolucdo e o agravamento do quadro clinico para as formas
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graves da doenca. Além disso, a diferenciacdo das formas aguda e cronica € de
extrema importancia para a escolha do procedimento a ser adotado no tratamento

da infeccéao.

Devido a importancia de se estabelecer um diagnostico precoce da
esquistossomose e de se discriminar as fases aguda e crbnica, o presente estudo
utilizou os antigenos KLH, SEA, SWAP e o antigeno recombinante Sm14 com o
objetivo de verificar a existéncia de novos padrdes nos niveis de anticorpos entre
essas fases da doenca e a partir dai avaliar a capacidade de cada um em

discrimina-las.

Nossos resultados mostram que o SEA IgA (AAC = 0,877) e o KLH IgM
(AAC= 0,825) apresentaram um alto poder discriminatorio da fase aguda da doenca
com relacdo a fase cronica, corroborando com os resultados obtidos por Rabello et
al., (1995), nos quais os titulos de IgA anti-SEA também se mostraram
estatisticamente mais altos nos pacientes com a forma aguda e os niveis tanto de
IgM quanto de IgG anti-KLH foram significativamente mais altos no grupo de
pacientes com a forma aguda do que nos cronicos. Nasch et al., (1981), Mansour et
al., (1989) e Beck et al., (2004) também observaram niveis elevados de IgM e IgG
em resposta ao antigeno KLH em pacientes com a forma aguda da doenca. Porém,
Xue et al., (1991) ndo detectaram diferenca significativa na especificidade e
sensibilidade entre os antigenos IgG e IgM, entre os dois testes, em uma populacéo

de area endémica S. haematobium.

Outros autores também encontraram os niveis de IgM e IgA anti-SEA e anti-
SWAP significantemente mais altos no grupo de pacientes com a forma aguda do
que no grupo de pacientes com a forma crbnica da doenga. (LIPING et al., 1996;
VALLI et al., 1999; MAKAROVA et al., 2005).

Os resultados acima referidos reforcam a utilizacdo do KLH como um
marcador diagnoéstico devido a sua alta sensibilidade bem como a utilizagéo do IgA
anti-SEA como uma nova ferramenta para a diferenciacdo sorologica das formas
aguda e crbnica da esquistossomose humana. Assim, o KLH pode ser considerado
uma alternativa viavel para o diagndstico a esquistossomose, corroborando com 0s
dados de varios autores (RABELLO, 1997; RABELLO et al.,, 1993, 1995; ALVES
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BRITO et al., 1992; YUESHENG et al., 1994), que também sugerem a sua utilizacéao

no monitoramento da cura quimioterapica.

Por outro lado, os resultados aqui obtidos mostram que, dentre os testes
utilizados principalmente, o SEA IgA, ndo foi capaz de distinguir pacientes
esquistossomoéticos (agudos e crbénicos) dos individuos saudaveis ou infectados com
outras helmintoses, contrastando com os dados existentes na literatura (VALLI et al.,
1997; THORS, LINDER, 1998; RABELLO et al.,, 1995; VERWEIJ et al., 1995;
MARKL et al., 1991; MANSOUR et al., 1989; ZHENG et al.,1992), mostrando que o
IgA anti-SEA pode possibilitar reagbes cruzadas, ndo sendo recomendada para o

diagnastico diferencial em areas endémicas.

No presente estudo, o SWAP IgG e o SEA IgG foram capazes de distinguir
pacientes esquistossomoticos (agudos e crénicos) de individuos sem
esquistossomose, incluindo pacientes infectados com outras helmintoses (AAC =
0,931 e AAC = 0,784, respectivamente). No que se refere a discriminacdo entre
individuos infectados por A. lumbricoides e T. trichiura e individuos saudaveis,
nossos resultados ndo foram significativos estando de acordo com os obtidos por
Valli et al., (1997). Além disso, esses autores ndo obtiveram resultados satisfatorios
quando compararam o0s niveis de IgG anti-SWAP e anti-SEA entre individuos
portadores de outras parasitoses e o0s individuos infectados pelo S. mansoni,

sugerindo reacédo cruzada.

Oliveira et al., (2005) utilizaram a dosagem de IgM através do ELISA como
meétodo para deteccdo de anticorpos IgM contra antigenos de verme adulto de S.
mansoni e obtiveram 98% de sensibilidade quando comparado ao método Kato-Katz
e 97% de especificidade quando comparado aos individuos saudaveis e portadores
de outras helmintoses, demonstrando ainda uma eficacia de 97,8% em pacientes
com carga parasitaria baixa. Esses autores sugerem que este método pode ser
utilizado em estudos de campo e em areas de baixa endemicidade. Os resultados
desses autores divergem dos obtidos no presente estudo ja que o SWAP IgM
apresentou area baixa sensibilidade e especificidade, ndo sendo capaz de
discriminar nem o0s pacientes esquistossomoéticos dos nao esquistossomoticos e
nem tampouco os pacientes com a fase crbnica daqueles com a fase aguda da

esquistossomose.
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Muitos estudos tém sido feito na tentativa de obter antigenos purificados e/ou
marcadores de fases clinicas da doenca, j& que isso resultaria em diagnosticos com
maior sensibilidade e especificidade. A fracdo Sm31/32 estd entre as mais
estudadas e com potencial para uso em imunodiagnostico, tendo sido descrita
primeiramente por Ruppel et al., (1985a). A tecnologia do DNA recombinante tem
viabilizado a producdo purificada da fragdo Sm31/32 em grandes quantidades.
Porém, ainda ndo se obteve uma padronizacao satisfatoria destes testes utilizando-

se esses antigenos (VALLI, 2001).

Makarova et al., (2005) descreveram um novo imunodiagnostico da forma
aguda da esquistossomose, baseado na deteccdo da reatividade de IgG para o
antigeno recombinante RP26 do S. mansoni, que foi capaz de detectar 83% do soro
de pacientes com a forma aguda da doenca, sugerindo que o RP26 pode ser

utilizado como um teste imunodiagndstico da esquistossomose mansoénica.

No presente estudo o antigeno recombinante Sml4, extraido de vermes
adultos de S. mansoni (TENDLER et al., 1996), também foi testado para avaliar sua
utilidade diagnostica para discriminar as fases agudas e crbnicas. Esse antigeno
recombinante Sm14 é apontado como um candidato a uma promissora vacina para
S. mansoni, pois possui epitopos que sao reconhecidos preferencialmente por
individuos naturalmente resistentes a esquistossomose (FONSECA et al., 2004).
Porém, em nenhum dos testes realizados nesse estudo o Sml4 se mostrou
eficiente, seja para discriminar as fases aguda e cronica da esquistossomose
mansonica, seja para discriminar individuos infectados daqueles sem

esquistossomose.

Finalmente, os resultados encontrados sugerem que o0s testes mais
apropriados para o0 uso ferramenta no diagndstico da esquistossomose e na
discriminagdo das fases clinicas aguda e crénica foram o SEA IgA e o SWAP IgG.
Além disso, o SEA IgA e o KLH IgM também podem ser utilizados no diagnéstico da
esquistossomose quando associadas aos dados de exames clinicos e

epidemioldgicos.
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8. Conclusdes

» Ao analisarmos os titulos de anticorpos IgA, IgG e IgM contra os antigenos
testados (KLH, SEA, SWAP e Sm14) os resultados sugerem que os testes
mais apropriados para a distingdo das formas aguda e crbnica da
esquistossomose, sobretudo as imunoglobulinas IgA anti-SEA e IgM anti-

KLH apresentaram um alto poder discriminatorio entre esses pacientes.

» OS anticorpos IgG anti SEA e SWAP foram capazes de discriminar
pacientes esquistossomoéticos com a forma aguda dos pacientes portadores

de outras helmintiases e dos individuos saudaveis.

» Os testes imunologicos utilizando os anticorpos IgA e IgG anti SEA e
SWAP, respectivamente, possuem capacidade de discriminar os grupos de

individuos infectados por S. mansoni dos individuos sem esquistossomose.

» Avaliando os niveis de anticorpos IgG anti SEA e SWAP podemos concluir
gue esses testes podem discriminar os paciente com a forma crdnica da

esquistossomose ao se comparar com os individuos sem a doenca.

» Os testes aqui realizados com o antigeno recombinante Sm14 ndo foram
capazes de discriminar as formas clinicas aguda e cronica, bem os

esquistossomoticos dos ndo esquistossomoticos.

> Esses testes soroldgicos descritos sdo Uteis para a diferenciacdo das
formas clinicas da esquistossomose de pacientes previamente
diagnosticados, associados a dados clinicos e epidemioldgicos, contribuindo
para a confirmacéo e identificacdo de novos focos e no monitoramento de

focos antigos com transmisséao ativa.

» Podendo, também serem empregados em casuisticas com historia
epidemiologica e manifestacdes clinicas duvidosas, permitindo o tratamento

precoce para a prevencao da forma crénica da doenca.
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Evaluation of Tests Based on the Antibody Response to Keyhole
Limpet Haemocyanin and Soluble Egg Antigen to Differentiate
Acute and Chronic Human Schistosomiasis Mansoni
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Soecific 1gG and IgM responses to soluble egg antigen (SEA) and keyhole limpet haemocyanin (KLH) were
measured by ELISA in patients with acute and chronic schistosomiasis. The tests based upon IgM and IgG antibod-
iesresponses to KLH presented the best diagnostic discrimination, and can be used in conjunction with clinical and
epidemiological data to the differential diagnosis of acute schistosomiasis.

Key words: keyhole limpet haemocyanin - soluble egg antigens - enzime-linked immunosorbent assay

The diagnosis of schistosomiasis mansoni is classi-
cally made by stool parasitological techniques. In high
and moderate prevalence areas, the detection of parasite
eggsissimpleand accurate (Tsang et al. 1983). However,
the sensitivity of parasitological methods decreases in
areas where the prevalence and intensitity of transmis-
sion of schistosomiasis are low (Noya et al. 1997), and
there are suggestionsthat, in thissituation, serologic tests
would be useful.

The discrimination of acute and chronic stages of the
disease allows for early treatment and prevention of the
severeformsof the disease. In addition, the possibility of
diagnosing acute schistosomiasis contributes to defin-
ing geographic regions with active transmission (Valli et
al. 1999). Although there are several serological ap-
proaches proposed to differentiate acute and chronic schis-
tosomiasis, we have noticed some conflicting results
(Verweij et al. 1995), justifying are-eval uation of some of
the proposed tests.

Inthispreliminary work weinvestigated the antibody
responses to keyhole limpet haemocyanin (KLH) and
soluble egg antigens (SEA) antigens, asmarkersof acute
and chronic clinical forms of schistosomiasis.

We studied 54 patients with acute schistosomiasisfrom
an unusual outbreak, caused by environmental imbalances
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at Porto de Galinhas beach in 2000 (Barbosa et al. 2001)
and 54 chronic patients including intestinal, hepa-
tointestinal and hepatosplenic forms of schistosomiasis,
from S&o L ourenco daMata, an endemic areain the state
of Pernambuco (Beck et a. 2001). The protocol study was
approved by the Ethical Committee of the Centro de
Pesquisas Aggeu Magalhes-Fiocruz .

Blood samples (5 ml) weretaken with heparin (10 U/
ml) and after centrifugation, the plasmawas kept frozen at
—20°C until testing. Specific 1gG and IgM antibodies to
SEA and KLH were measured by ELISA. For simplicity,
wewill denominatethesetestsKLH IgM, KLH 1gG, SEA
IgM, and SEA IgG. The general ELISA procedures were
performed according to Yuesereng et al. (1994) for KLH
antigen and Valli et al. (1997) for SEA antigen. We used
KLH and SEA at concentrations of 2 ng/pl and 10 pg/ml,
respectively, for the detection of IgM and 1gG antibodies.
Thedilutions of plasmawere 1:2000 for the KLH IgM and
KLH IgG, and 1:400 and 1:200 for the SEA IgM and SEA
1gG, respectively. The horseradish peroxidase goat anti-
human Ig was 1000 fold diluted for the KLH tests, and
2500 and 3000 diluted, for the SEA 1gM and SEA 1gG, re-
spectively. The SEA antigen was obtained according to
Pearce et al. (1991); the protein content was determined
by the method of Lowry et al. (1951), and aliquots were
lyophilized in small aliquots before storing at —70°C.

The optical densities (OD) were transformed to AUE
(arbitrary units of ELISA), that were defined astheratio
between the OD of the sample and the OD of areference
plasma. The cut-off was defined as the mean plus 1 stan-
dard error of plasmasamples of chronic patients.

The groups with acute and chronic infection differed
significantly respecting the levels of IgM and 1gG anti-
bodiesto KLH (p < 0.0001 and p < 0.0001, respectively)
and SEA (p=0.0002 and p < 0.0001, respectively) (Figure).
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Box plot percentiles of the levels of 1gG and IgM antibodies to keyhole limpet haemocyanin (A and B), and soluble egg antigens (C and D),
measured by ELISA in plasma of acute and chronic schistomiasis patients, were expressed as AUE (arbitrary unit of ELISA). The cut-off

is indicated by arrow.

Finally, we calculated the sensitivity to detect acute
cases and the specificity to detect chronic cases for each
assay. The sensitivitiesof KLH 1gG KLH IgM, SEA IgG
and SEA IgM were 74.5, 70.9, 80 and 56.4%, respectively.
Thegpecificitiesof KLH 1gG KLH IgM, SEA 1gG and SEA
IgM were 72.2, 79.6, 51.9 and 75.9%, respectively. Thus,
KLH IgM, and KLH IgG weretheteststhat displayed the
best diagnostic discrimination, providing the best trade
off between sensitivity and specificity were taken into
account.

The results show that the evaluated assays can be
used in conjunction with clinical and epidemiological data
in attempts to discriminate acute and chronic schistoso-
miasis. Although we have focused in the discrimination
of acute and chronic schistosomiasis in patients previ-
ously diagnosed with schistosomiasis, we are currently
evaluating the possibility to use combinations of sero-
logical teststo simultaneously establish the diagnosis of
schistosomiasis, and discriminate different clinical forms
of the disease. In addition, we are analyzing more deeply
the results using additional statistical tools, including re-
ceiver-operating characteristics analysis.
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ABSTRACT

Specific IgA, 1gG and IgM responses to differentigen targets (SEA, SWAP, KLH,
Sm14) were measured by ELISA in patients with@eund chronic schistosomiasis, as
well as patients without schistosomiasis. SEA Ig@l &LH IgM presented high
discriminatory powers to distinguish acute fromashic schistomiasis, with calculated
AUCs (areas under the ROC curve) of 0.877 and 0:1&3pectively. On the other hand,
these tests, particularly SEA IgA were not usefudlistinguish schistosmiasis
(including the acute form) from patients withousttisease (including other parasite
infections). By contrast, SWAP IgG and SEA 1gG wabte to discriminate
schistosomiasis patients from healthy individuald patients infected with other
parasites (AUCs of 0.931 and 0.784. respectivalyls, it is possible to use a
combination of serological tests, such as SEA Ig8 8WAP IgG, to simultaneously
establish the diagnosis of schistosomiasis araidigate the acute from the chronic
forms of the disease.

Key words: KLH — SEA — SWAP — ELISA — differencidlagnosis —Schistosoma

mansoni — ROC curve analysis.
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INTRODUCTION

Despite a low and variable morbidity, schistosomsiasmains one of the most prevalent
parasite infection and has substantial public haaiportance (Gryseels et al., 2006).
Acute schistosomiasis occurs as an early manifestaf infection with Schistosoma
species, in non-immune individuals exposed to c&xeanfested water in endemic
regions. This syndrome is characterized by an deléle stage, often associated with
pulmonary and/or abdominal symptoms and may develap weeks after the initial
infection (Bottieau et al., 2006). Clinical manti@$ons of acute schistosomiasis are
usually mild, transient, non-specific, and diagsasieasily overlooked when exposure
iIs not properly considered (Bottieau et al., 2006any cases of acute schistosomiasis
have been reported among tourists either visitingeenic areas or sites of seasonal
transmission in coastal areas (Barbosa et al.,0Barbosa et al., 2001b; Bottieau et
al., 2006; Verweij et al., 1995). The diagnosisdfistosomiasis mansoni is classically
made by stool parasitological techniques. Howewesituations in which there is a low
parasite burden or at the early stage of infecsierologic tests would be more useful
(Oliveira et al., 2003; Thors & Linder, 1998).

The discrimination of acute from chronic stageshef disease, allows for early
treatment and prevention of ectopic or severe fashihe disease. In addition, precise
identification of acute schistosomiasis is importdor evaluating of Schistosoma
transmission rate and definition of geographicaagiwith active transmission (Valli et
al., 1999). Thus, the possibility of diagnosing tacschistosomiasis is relevant for the
control of schistosomiasis. Although there are sserelogical approaches proposed to
differentiate between acute and chronic schistoasimi(Alves-Brito et al., 1992; Beck
et al.,, 2004; Makarova et al., 2005; Valli et 4999), there is no general agreement
about their usefulness as a tool for serologicadjabsis of acute schistosmiasis (Thors
& Linder, 1998; Verweij et al., 1995). Thus, her@mlifferent ELISA based tests were
investigated by using ROC curve analysis, aiming aasessing the ability to
discriminate 54 patients acutely infected from Satigmts chronically infected with

schistosomiasis.

MATERIALS AND METHODS.
Population studied. We studied 108 schistosomiasis patients, 54 gatieare acutely
infected as a result of an unusual outbreak abRi@tGalinhas beach in 2000 (Barbosa

et al., 2001a). Fifty four patients were chronigatifected (including intestinal (n = 53)



and hepatointestinal (n = 1) forms of schistosom)asnd lived in Sdo Lourenco da
Mata, an endemic area in the state of Pernambusck(Bt al., 2001). The control group
(n = 15) was formed by healthy individuals withegidemiological history compatible
with schistosomiasis, and also included patierfected with other parasites.

Collection of samples. Blood samples (5 ml) were taken by venepunctutie keparin
(1ou/ml). After centrifugation, the plasma was képtzen at —28C until testing.
Imunoassays. Specific 1gG, IgM and IgA responses to soluble egdigen (SEA),
soluble adult worm preparations (SWAP), recombinantigen Sm14, and keyhole
limpet haemocianin (KLH) were measured by ELISA.r Famplicity, we will
denominate these tests SEA IgM, SEA IgG, SEA IgNAP IgM, SWAP IgG, Sm14
IgA, Sm14 IgM, KLH IgM, and KLH IgG. We used KLH drSEA at concentrations of
2 ng/ul and 1Qug/ml , respectively for the detection of IgM andslgntibodies. Sm14
was used at concentration of 10 pg/ml and 5 pléspectively for the detections of I9G
and IgA. The dilutions of plasma were 1:2,000 foe KLH IgM and KLH IgG, and
1:400 and 1:200 for the SEA IgM and SEA IgG, resipety. The dilution of plasma
were 1:100 for the SWAP IgG and IgM, and 1:100 arid for the Sm14 IgG and IgA,
respectively. The horseradish peroxidase goatramtian Ig was 1,000 fold diluted for
the KLH tests, and 2,500 and 3,000 diluted, for ®EA IgM and SEA IgG,
respectively. The dilutions were 1:750 to IgM andi5DO to 1gG for SWAP tests, and
1:3,000 and 1:750 for the Sm14 IgG and IgA, respelst The SEA antigen was
obtained according to Pearce et al., 1991, thesppratontent was determined by the
method of Lowry et al. (1951), and aliquots wereplyilized in small aliquots before
storing at -78C. The SWAP antigen was obtained according to Bamd Warren
(1970).

Statistical analysis. Medcalc V8.1 was used for receiver operating dtarsstics
(ROC) analysis, plotting and determination of thet-aff. ROC plot displayed
sensitivity versus 1-specificity, such that theaareinder the curve (AUCs) generated
varied from 0.5 to 1.0, with higher values indiogtiincreased discriminatory ability.
When the variable under study cannot distinguigivéen two groups, the area will be
equal to 0.5 (the ROC curve will coincide with tthiagonal). The cut-offf was selected
to yield the highest accuracy (minimal false negatind false positive results).
Comparisons of AUCs were performed using non patiécressumptions. Sensitivity,
specificity, and the likelihood ratio for a giveesult were calculated as described

(Sackett et al., 1991). A likelihood ratio exprest®e odds that a given diagnostic test



result would be expected in a patient with (as gppdo one without) the target
disorder. The optical densities (OD) were transtxirto AUE (arbitrary units of
ELISA), that were defined as the ratio betweenQieof the sample and the OD of a

reference serum. The differences were consideggifisant if P < 0.05.

RESULTS

Discrimination of acute from chronic schistosomiasis.

The hypothesis that the area under the ROC cul&igwull hypothesis: AUC = 0.5)
was tested for all immmunossays studied. SEA IgAA &G, SEA IgM, SWAP IgG,
KLH IgM, and KLH IgG presented areas under the RfD€&/e significantly different
from 0.5 P < 0.05), indicating that these laboratory testgehan ability to distinguish
between the groups acutely infected from the gupnically infected. By contrast,
Sml4 IgA, Sml14 IgG, and SWAP IgM presented aredgiuthe ROC curve not
significantly different from 0.5K >0.05), indicating that these laboratory testsdb
have discriminatory capability. Thus, the lattestsewere not considered herein for
further analysis.

SEA IgA displayed the highest AUC (AUC = 0.877, Teab and Figure), a parameter
reflecting discriminatory ability. Indeed, a sigoédntly higher AUC was found for SEA
IgA compared with SEA IgGR = 0.012), SEA IgMP < 0.001), and SWAP IgQ(=
0.005). However the differences in AUCs were natistically significant in
comparison to either KLH IgM or KLH IgG (AUCs of&25 and 0.793, respectively),
which also presented high AUCs (Table 1).

Similarly to SEA IgA, KLH IgM also presented a ri?lely high AUC. Nonetheless,
this area was not significantly differef £ 0.05) in comparison to SEA IgG, SEA
IgM, SWAP 1gG, KLH IgM, and KLH IgG. Differences beeen the AUCs displayed
by SEA 1gG, KLH IgG, SWAP IgG, and SEA IgM were reagnificantly different
(Table 1, Figure) indicating a similar discriminat@bility.

The cut off was calculated to provide the bestdraffl between sensitivity and
specificity. The resulting sensitivity, specificiaynd likelihood ratio for the several

discriminative imunosassays studied are shown bieTh

Discrimination of acutely infected patients from patients without schistosomiasis.
SWAP IgG (AUC = 0.958), SEA IgG (AUC = 0.847), adtdH IgM (AUC = 0.655)
presented areas under the ROC curve significaiftgrent from 0.5 P < 0.0001P <



0.0001, and® = 0.0438, respectively), indicating that thesetakory tests have an
ability to distinguish between the groups acutafgcted from the group without
schistosomiasis, including patients harboring opaasites (Table 2). SWAP IgG
displayed the highest AUC (Table2), a parametéecthg discriminatory ability.
Indeed, a significantly higher AUC was found for 8®/1gG compared with either
SEA IgG P = 0.026) or KLH IgM P < 0.001). In addition, the AUC displayed by SEA
IgG was significantly higher than the one presetg&LH IgM (P = 0.018) indicating
a higher discriminatory power (Table 2). On theeothand, acutely infected patients
did not produce significant amounts of specifidlaodies in the other assays studied
(SEA IgM, SEA IgA, SWAP IgM, Sm14 IgA, Sm14 IgM, éiKLH IgG), presenting
areas under the ROC curve not significantly diffiéfeom 0.5 P >0.05), indicating that
these laboratory tests do not have discriminatapability. Thus, the latter were not
considered herein for further analysis.

The cut off was calculated to provide the bestdraffl between sensitivity and
specificity. The resulting sensitivity, specificiaynd likelihood ratio for the

discriminative imunosassays studied are shown bieTa.

Discrimination of chronically infected patients from patients without
schistosomiasis.

SWAP IgG (AUC = 0.905) and SEA IgG (AUC = 0.720¢gented areas under the
ROC curve significantly different from 0.2 & 0.0015 andP < 0.0001, respectively),
indicating that these laboratory tests have artgld distinguish between the groups
acutely infected from the group without schistosasts, including patients harboring
other parasites (Table 3). A significantly highad@ was found for SWAP IgG
compared with either SEA Ig@® (= 0.005), indicating a higher discriminatory power
(Table 3). On the other hand, chronically infegbatients did not produce significant
amounts of specific antibodies in the other asstydied (SEA IgM, SEA IgA, SWAP
IgM, Sm14 IgA, Sm14 IgM, KLH IgM, and KLH IgG), psenting areas under the
ROC curve not significantly different from 0.B £0.05), indicating that these
laboratory tests do not have discriminatory cajigbil hus, the latter were not
considered herein for further analysis.

The cut off was calculated to provide the bestdraffl between sensitivity and
specificity. The resulting sensitivity, specificiaynd likelihood ratio for the

discriminative imunosassays studied are shown bieTa.



Discrimination of schistosomiasis patients (both acutely and chronically infected)
from patients without schistosomiasis.

SWAP IgG (AUC =0.931) and SEA IgG (AUC = 0.784¢gented areas under the
ROC curve significantly different from 0.  0.0001), indicating that these laboratory
tests have an ability to distinguish between tloeigs infected witlschistosoma

mansoni from the group without schistosomiasis, includoagients harboring other
parasites (Table 4). A significantly higher AUC waand for SWAP IgG in

comparison with SEA IgGR(= 0.004), indicating a higher discriminatory pow€able

4). On the other hand, schistosomiasis patientaalighroduce significant amounts of
specific antibodies in the other assays studied\(i§i1, SEA IgA, SWAP IgM, Sm14
IgA, Sm14 IgM, KLH IgM, and KLH IgG), which presesd areas under the ROC
curve not significantly different from 0.%¢0.05), indicating that these laboratory tests
do not have discriminatory capability. Thus, thigelawere not considered herein for
further analysis.

The cut off was calculated to provide the bestdraffl between sensitivity and
specificity. The resulting sensitivity, specificiaynd likelihood ratio for the

discriminative imunosassays studied are shown bieT4

DISCUSSION.

Detection of excreted eggs is an insensitive metfaddetection of acute
schistosomiasis, which is more commonly seen iueteas and visitors to endemic
areas following their exposure to cercariae instéd water.

A few immunodiagnostic methods based on the deteati specific antibody
isotypes (IgA and IgM) against parasite derivedigems (SWAP and SEA) were
proposed to differentiate acute from chronic sdsisiniasis, because they were more
abundant in the acute stage of schistosomiasidi (8tahl., 1999; Valli et al., 1997).
Recently, a method for acute schistosomiasis dgignaas described, based upon
detection of IgG reactivity to th8 mansoni recombinant antigen RP26 (Makarova et
al., 2005). This assay was capable of detecting §3%18) of sera from acute
schistomiasis patients. On the other hand, only®§17/25) of sera from chronic
schistomiasi were negative, indicating tha 32 %lubnically infected patients would
be misdiagnosed as acute schistomiasis (Makarowd.,e2005). In addition, several
studies have supported the use of IgG and IgM res® to KLH to detect
schistosomiasis patients during the acute phagkeoflisease and to distinguish them



from patients with chronic infection, as well asglinduals with other parastic diseases
(Alves-Brito et al., 1992; Mansour et al.,, 1989)LH extracted from the marine
mollusk Megathura crenulata, shares a carbohydrate epitope with an antigdrigtaso
present on the schistosmular surface (Mansour.efl@89; Verweij et al., 1995). By
contrast, Verweij et al. (1995) found that antibodgsponses to KLH could not
discriminate acute schistomiasis in visitors to amdemic area from infections
contracted 15 months ago. Moreover, another stualy $hown that cross reacting
antibodies against KLH may interfere with the diasgiics of acute schistosomiasis
(Thors & Linder, 1998).

In the present paper, SEA IgA and KLH IgM presenkaggh discriminatory
powers to distinguish acute from chronic schist@isi&Table 1, Figure) with calculated
AUCs of 0.877 and 0.825, respectively. On the oltzerd, these tests, particularly SEA
IgA were not useful to distinguish schistosmiasiscl(iding the acute form) from
patients without this disease (including thoseatdd with other parasites), as noticed
before (Thors & Linder, 1998; Valli et al., 199B)y contrast, SWAP IgG and SEA 1gG
were able to discriminate schistosomiasis patigota healthy individuals and patients
infected with other parasites (AUCs of 0.931 and8@. respectively), in agreement
with other studies (Valli et al., 1997). Thus, altigh we have focused in the
discriminations of acute and chronic schistosomiaspatients previously diagnosed as
schistosomiasis, it is possible to use a combinaifcserological tests, such as SEA IgA
and SWAP IgG, to simultaneously establish the diagn of schistosomiasis and
discriminate the acute from the chronic forms &f tisease.

In conclusion, the results show that SEA IgA andKIgM can be used in conjunction
with clinical and epidemiological data to discrimia acute and chronic
schistosomiasis. Furthermore, if used in combimat®EA IgA and SWAP 1gG can be
helpful in diagnosing schistosomiasis as well asrininating their acute and chronic
clinical forms.
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Figure. A receiver operating characteristic plahswn, illustrating the ability of some
of the tests studied to discriminate acute fronootr schistosomiasis. Areas under the
curve, and their 95% confidence intervals are shiowirable for each assay. Higher
areas under the curve indicate better overall imscation (global performance) of the

test.



Table 1. Performance of several serological assagiscriminate acute from chronic

schistosomiasis. Only the discriminative testspaiesented.

Assay AUC Cut-off Sensitivity Specificity LR+ LR-
(95% CI) (95% CI)  (95% CI)

SEA IgA 0.877 0.054 80.0 87.0 6.17 0.23
(0.800-0.932) (67.0-89.6) (75.1-94.6)

KLH IgM 0.825 0.041 80.0 75.9 3.32 0.26
(0.741-0.891) (67.0-89.6) (62.4-86.5)

KLH 1gG 0.793 0.059 74.5 75.9 3.10 0.34
(0.645-0.818) (61.0-85.3) (62.4-86.5)

SEA IgG 0,738 0.641 70.9 68.5 2.25 0.42
(0.704-0.864) (57.1-82.4) (54.4-80.5)

SWAP 0.712 0.962 63.0 70.4 2.12 0.53
lgG (0.617-0.795) (48.7-75.7) (56.4-82.0)

SEA IgM 0.669 0.098 61.8 64.8 1.76 0.59
(0.572-0.756) (47.774.6) (50.6-77.3)

AUC, area under the ROC curve; 95% CI, 95% confidanterval; LR+, likelilhood

ratio for a positive result; LR-, likelihood ratior a negative result.



Table 2. Performance of several serological asgagiscriminate acutely infected

patients from patients without schistosomiasis.y@mé discriminative tests are

10

displayed.
Assay AUC Cut-off Sensitivity Specificity LR+ LR-
(95% CI) (95% CI)  (95% CI)
SWAP 0.958 0.427 87.0 85.7 6.09 0.15
lgG (0.879-0.991) (75.1-94.6) (57.2-97.8)
SEA IgG 0.847 0.55 85.5 78.6(49.2-  3.99 0.19
(0.740-0.922) (73.3-93.5) 95.1)
KLH IgM 0.655 0.091 69.1 64.3 1.93 0.48
(0.530-0.765) (55.2-80.8) (35.2-87.1)

AUC, area under the ROC curve; 95% CI, 95% confidanterval; LR+, likelilhood

ratio for a positive result; LR-, likelihood ratfor a negative result.
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Table 3. Performance of several serological asagiscriminate chronically infected

patients from patients without schistosomiasis.y@mé discriminative tests are

displayed.
Assay AUC Cut-off Sensitivity Specificity LR+ LR-
(95% ClI) (95% CI)  (95% CI)
SWAP 0.905 0.245 92.6 78.6 4.32 0.09
lgG (0.809-0.962) (82.1-97.9) (49.2-95.1)
SEA IgG 0.720 0.404 74.1 64.3 2.07 0.40
(0.598-0.822) (60.3-85.0) (35.2-87.1)

AUC, area under the ROC curve; 95% CI, 95% confidanterval; LR+, likelilhood

ratio for a positive result; LR-, likelihood ratfor a negative result.
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Table 4. Performance of several serological assagiscriminate schistosomiasis (both

acutely and chronically infected) from patientsheiit schistosomiasis. Only the

discriminative tests are displayed.

Assay AUC Cut-off Sensitivity Specificity LR+ LR-
(95% CI) (95% CI)  (95% CI)
SWAP 0.931 0.245 94.4 78.6 4.41 0.07
lgG (0.871-0.969) (88.3-97.9) (49.2-95.1)
SEA IgG 0.784 0.404 84.4 64.3 2.36 0.24
(0.701-0.853) (76.2-90.6) (35.2-87.1)

AUC, area under the ROC curve; 95% CI, 95% confidanterval; LR+, likelilhood

ratio for a positive result; LR-, likelihood ratior a negative result.
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