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RESUMO

Introducdo — A estrongiloidiase, uma parasitose intestinal causada por nematddeos do
género Strongyloides, esta situada entre as principais infeccdes causadas por geo-helmintos
e afeta entre 30 a 100 milhdes de pessoas no mundo, principalmente em regides tropicais e
subtropicais. As infeccdes causadas pelo Strongyloides stercoralis (S. stercoralis)
geralmente sdo cronicas e assintomaticas, podendo persistir por décadas sem diagndstico.
No entanto, em individuos imunocomprometidos, etilistas, coinfectados pelo virus T-
linfotrépico humano do tipo 1 (HTLV-1), a infeccdo pode progredir para formas mais
graves (hiperinfeccdo ou disseminacdo) e baixa resposta terapéutica. Objetivo — Investigar
a frequéncia da infeccdo por S. stercoralis e da soroprevaléncia de 1gG anti-S. stercoralis
em individuos infectados com HTLV-1, atendidos no Centro Integrativo e Multidisciplinar
de atendimento ao portador de HTLV da Escola Bahiana de Medicina e Salde Publica
(CHTLV/EBMSP), em Salvador, Bahia. Metodologia - Trata-se de um estudo
epidemioldgico, descritivo, transversal, realizado de janeiro de 2014 a dezembro de 2016.
Os individuos foram divididos em dois grupos: grupo 1, individuos residentes em
Salvador, regido metropolitana e cidades do interior da Bahia (n= 161); Grupo 2,
individuos pertencentes a uma Unica familia, residentes na Bahia de Camamu (n =16). O
diagndstico da infeccdo pelo S. stercoralis foi realizado pela pesquisa das larvas nas fezes
e sorologico pela pesquisa de 1gG anti-S. stercoralis, pelo Ensaio de Imunoadsorcao
Enziméatica (ELISA). O estudo obedeceu as recomendacdes da Resolucdo CNS 466, de 12
de dezembro de 2012, para o desenvolvimento de pesquisa com seres humanos.
Resultados — No presente estudo, a frequéncia da infeccdo por S. stercoralis em
individuos do grupo 1 foi de 1,9%, e do grupo 2 de 18,8%. A carga parasitaria nos
individos infectados do grupo 1 foi baixa, enquanto trés individuos do grupo 2 estavam
hiperinfectados e apresentavam todas as formas parasitarias ao exame parasitoldgico.
Quanto a frequéncia de anticorpo 1gG anti-S. stercoralis, nos individuos grupo 1 ela foi de
14,3% e, no grupo 2, de 62,5%. O perfil da populacdo estudada demonstrou que ambos 0s
grupos investigados vivem com até um salario minimo e possuem baixa escolaridade. No
entanto, os aspectos sanitarios nos individuos do grupo 1 eram relativamente satisfatdrios,
diferentemente dos apresentados em individuos do grupo 2 que eram bastante precarios.
Discussdo — O saneamento basico e a educacgdo sanitaria sdo condicOes determinantes para
a aquisicdo de infeccBes por geo-helmintos. Aém desses fatores, os individuos infectados
pelo HTLV-1 sdo mais susceptiveis a infeccdo pelo S. stercoralis. A baixa frequéncia de
parasitoses nos individuos do grupo 1, diferentemente da encontrada na familia de
Camamu, onde a maioria dos integrantes estavam poliparasitados, pode ser explicada pela
exposicdo aos fatores de transmissdo. Alem do mais, a elevada carga parasitaria nesses
individuos, possivelmente por falta de diagndstico precoce, levou ao agravamento do
estado de saude, diferentemente dos individuos que tinham acompanhamento continuo no
CHTLV/EBMSP. Quanto as diferencas dos resultados das frequéncias entre a presenca do
parasito e a detec¢do 1gG anti-S. stercoralis, possivelmente elas se devem a baixa carga
parasitaria; além disso, a frequéncia de anticorpos pode ndo refletir uma infeccdo presente,
e sim a exposicdo prévia ao parasito, além de reacdes cruzadas com outros helmintos.
Conclusdo — O diagndstico através da pesquisa de IgG anti-S. stercoralis ndo pode ser
conclusivo de infeccdo ativa, embora possa auxiliar no diagnéstico da infeccdo. Nos
grupos estudados, a presenca de anticorpos IgG anti-S. stercoralis foi 7 e 5 vezes maior do
que a presenca de larvas nas fezes nos grupos 1 e 2, respectivamente. Auséncia de
saneamento basico onde vivem os individuos do grupo 2 associada a infec¢do pelo HTLV-



1, provavelmente, sdo determinantes para a hiperinfeccdo e a infeccdo por S. Stercoralis,
cuja prevaléncia foi de 18,8% dos individuos.

Palavras-chave: Strongyloides stercoralis. HTLV-1. Diagndstico.



ABSTRACT

Introduction — Strongyloidiasis, an intestinal parasitic disease caused by nematodes of the
genus Strongyloides, is among the major infections caused by geohelminths and affects
between 30 and 100 million people worldwide, mainly in tropical and subtropical regions.
Infections caused by Strongyloides stercoralis (S. stercoralis) are usually chronic and
asymptomatic, and may persist for decades without diagnosis. However, in human
immunocompromised patients co-infected with the human T-lymphotropic virus type 1
(HTLV-1) infection may progress to more severe forms (hyperinfection and / or
dissemination) and low therapeutic response. Aim — To investigate the frequency of S.
stercoralis infection and anti-S. stercoralis 1gG seroprevalence in patients infected with
HTLV-1, attended at the Integrative and Multidisciplinary Center for HTLV carrier care at
the Bahiana School of Medicine and Public Health (CHTLV / EBMSP) in Salvador, Bahia.
Methodology — This is an epidemiological, descriptive, cross-sectional study undertaken
from January 2014 to December 2016. Patients were divided into two groups: Group 1 -
patients living in the Salvador metropolitan region, and from cities in the interior of Bahia
= 161) Group 2 - patients from only one family, living in Bahia de Camamu (n = 16). The
diagnosis of S. stercoralis infection was performed by fecal larvae research and anti-S 1gG
screening of stercoralis by Enzyme Immunoadsorption Assay (ELISA). The diagnosis of
the infection for HTLV-1 was performed through the ELISA and confirmed by Western
Blotting (WB). The study was in accordance with the recommendations of Resolution CNS
466, of December 12, 2012. Results — In the present study, the frequency of S. stercoralis
infection in subjects in Group 1 was 1.9% and in Group 2, 18.8%. The parasite load in
infected individuals from Group 1 was low while three individuals from Group 2 were
hyper-infected and had all parasitic forms on parasitological examination. The frequency
of antibody 1gG anti-S. stercoralis, in Group 1 individuals was 14.3% and in Group 2 it
was 62.5%. The profile of the study population showed that both groups investigated lived
on a monthly income up to one Brazilian minimum wage and had a low level of schooling.
However, the health aspects in the individuals in Group 1 were relatively satisfactory,
unlike those in Group 2 who were quite precarious. Discussion — Basic sanitation and
health education are determining conditions for the acquisition of geohelminth infections.
In addition to these factors, individuals infected with HTLV-1 are more susceptible to S.
stercoralis infection. The low frequency of parasitosis in the individuals in Group 1, unlike
that found in the Camamu family (Group 2), where most of the members were poly-
parasitized, may be explained by the exposure to various transmission factors. Moreover,
the high parasite load in these individuals, possibly due to the lack of early diagnosis, led
to a worsening of health status, unlike those who had continuous therapeutic follow-up in
CHTLV / EBMSP. As for the differences in the frequency of results between the presence
of the parasite and IgG anti-S. stercoralis detection, this is possibly due to low parasite
load. Additionally, the frequency of antibodies may not reflect that an infection is present,
but rather a previous exposure to the parasite as well as cross-reactions with other
helminths. Conclusion — Seroprevalence of IgG anti-S. stercoralis cannot be conclusive of
active infection. However, it may aid in the diagnosis of infection. In the groups studied
here, the presence of antibodies 1gG anti-S. stercoralis was seven and five times larger than
the presence of fecal larvae in groups 1 and 2, respectively. Absence of basic sanitation in
Group 2 individuals associated with HTLV-1 infection is probably determinant for
hyperinfection and S. stercoralis infection in 18.8% of individuals.

Keywords: Strongyloides stercoralis. Human T-lymphotropic virus 1. Diagnosis.
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A estrongiloidiase, uma parasitose intestinal causada por nematdédeos do género
Strongyloides, endémica em regiGes tropicais e subtropicais, afeta em torno de 100 milhdes
de pessoas em todo o mundo, estabelecendo-se entre as principais infecgdes causadas por

geo-helmintos 1-°,

A prevaléncia da infeccdo por Strongyloides stercoralis (S. stercoralis) pode ser
classificada em: esporadica (<1%), endémica (1-5%) e hiperendémica (>5%)5. As éareas
hiperendémicas estdo situadas, principalmente, entre os tropicos, especialmente nos paises
em desenvolvimento da Asia, Africa Subsaariana e América Latina (especialmente Brasil
e Colombia)’-*t, No Brasil, entre 1990 e 2009, a ocorréncia da infeccdo foi de
aproximadamente 5,5% nas cinco regibes brasileiras, 0 que caracteriza 0 pais como uma
area hiperendémical?. Na cidade de Salvador (Bahia), a prevaléncia varia entre 4,6% e
6,6913. 14,

Geralmente, as infecgdes causadas por S. stercoralis sdo cronicas e assintomaticas.
No entanto, em individuos imunocomprometidos, a exemplo daqueles infectados pelo virus
T-linfotrépico humano do tipo 1 (HTLV-1), ha um aumento da susceptibilidade a infeccéo
com S. stercoralis, bem como progressdo para formas mais graves da estrongiloidiase e
menor resposta terapéutica a infeccdo pelo parasitol418, A prevaléncia de infeccéo pelo S.
stercoralis tende a ser cerca de 2,4 vezes maior em pacientes infectados com o HTLV-1 do
que em pacientes ndo infectados!®-21. Furtado et al.?? realatam prevaléncia da infeccdo do
S. stercoralis em 14,3% dos pacientes com HTLV-1/2. Chieffi et al.?® (2000), em um
banco de sangue em Sdo Paulo, observou que 12,1% dos infectados pelo HTLV-1 estavam
coinfectados com S. stercoralis. Carvalho e Porto!’, em um estudo com doadores de
sangue de Salvador, verificou que, dos 150 individuos infectados com HTLV, 15,7%
também estavam coinfectados pelo S. stercoralis.

O HTLV-1 tem ampla distribuicio mundial, e estima-se que cerca de 15 a 20
milhdes de pessoas estejam infectadas em dareas endémicas diversificadas no globo?42°. No
Brasil, a infeccdo pelo HTLV-1 é considerada endémica, tendo maior ocorréncia na regido
Norte e Nordeste. Estimativas apontam que aproximadamente 2,5 milhdes de pessoas
estejam infectadas pelo virus, o que torna o Brasil o pais com maior nimero absoluto de
casos?6:27- A cidade de Salvador (Bahia) tem uma das maiores prevaléncias dessa infeccéo

(de 1,35% a 1,80%), observando-se um aumento significativo do ndmero de individuos



18

infectados de acordo com a idade, principalmente no sexo feminino (9% em mulheres

acima de 51 anos) 26.
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2. JUSTIFICATIVA
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O risco de desenvolver a estrongiloidiase € muito mais elevado em individuos
portadores de HTLV-1. Além disso, verifica-se 0 desenvolvimento de formas graves e de
resisténcia ao tratamento dessa parasitorse em individuos portadores desse virus 28-30, A
cidade de Salvador, area hiperendémica para a infeccdo por S. stercoralis, também possui a
maior prevaléncia de HTLV-1 no Brasil, principalmente em mulheres com baixa condi¢éo
socioecondmica 3!, Diante do exposto, fica evidente a necessidade de se investigar a
presenca da infeccdo por S. stercoralis em individuos portadores do HTLV-1, uma vez que
a coinfeccdo estd associada ao aumento da mortalidade consequente da hiperinfeccdo e

disseminagdo desse parasito.
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3. REVISAO DE LITERATURA
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3.1 O PARASITO

Os nematédeos do género Strongyloides pertencem ao filo Nematoda, ordem
Rhabditida, superfamilia Panagrolaimoidea e familia Strongyloididae®?-33, Atualmente,
existem 52 espécies de nematddeos do género Strongyloides descritas na literatura, embora
somente trés sejam consideradas infectantes para os humanos: S. stercoralis, S. fuelleborni
e S. fuelleborni kellyi.34-37. Entre elas, a infeccdo por S. stercoralis é considerada a de
maior importdncia clinica e epidemiologica, uma vez que apresenta distribuicdo

mundial*:38,

O S. stercoralis foi descoberto e descrito pela primeira vez pelos médicos Louis A.
Normand e Arthur R. J. B. Bavay em 1876, em Toulon na Franga, ao atenderem soldados
franceses com diarreia que retornavam do servico militar na Cochinchina (atual Vietnd).
As fezes diarreicas apresentavam formas larvarias do helminto, denominadas por Bavay de
Anguillula stercoralis (em latim, anguilula significa pequena enguia ou peixe longo e
stercus é sindbnimo de esterco). A estrongiloidiase foi conhecida durante anos como
diarreia da Conchichina, e a elucidacdo de seu ciclo evolutivo ocorreu cerca de 50 anos
apés sua descoberta, periodo no qual recebeu diversas denominacdes®®. A atual,
Strongyloides stercoralis, foi utilizada somente em 1902 por Stiles e Hassal, tendo por
base o grego, “strongylos™, que significa arredondado ou esférico 4041, O S. stercoralis tem
a peculiaridade de ser o unico nematoide parasito do homem capaz de realizar um duplo
ciclo evolutivo. Séo seis as suas formas evolutivas, com aspectos morfoldgicos distintos:
fémea partenogenética, ovos, larvas rabditoides, larvas filarioides, fémeas de vida livre e

machos de vida livre 42.43,

Vaérios sdo 0s mecanismos de transmissdo da infeccdo, sendo mais comum a
heteroinfec¢do, em que ocorre a penetracdo das larvas filarioides infectantes (L3) pela pele
de pés e maos, na regido interdigital e nas nadegas, atingindo a derme 38. Também pode
ocorrer a transmissdo oral por agua ou alimentos contaminados, por meio da penetracdo da
larva na mucosa oral ou esofigica** 4°. Apds a penetracdo, a larva L3 atravessa a
circulacdo sistémica e migra para os aléolos pulmonares, onde sofre uma ecdise para o
estagio L4. Posteriormente, as larvas L4 ascendem através da traqueia e sdo deglutidas,
chegando ao trato digestivo*®. Quando atingem o intestino delgado, evoluem para a forma

de fémeas adultas partenogenéticas, que medem cerca de 2,0 a 2,8 mm de comprimento.
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Cada fémea adulta vive em média um ano, produzindo ovos e liberando novas larvas de
primeiro estagio (L1 — larvas rabditoides) ainda dentro do intestino*’. Essas larvas podem
ser de trés tipos distintos: haploides (n), que se transformardo em machos de vida livre;
diploides (2n), que originardo fémeas de vida livre; e triploides (3n), que dardo origem as
novas fémeas partenogenéticas, o que confere ao S. stercoralis a capacidade Unica de
realizar um duplo ciclo evolutivo: o ciclo parasitario, que ocorre no hospedeiro, e o ciclo
de vida livre, que é sexuado e envolve a cépula dos vermes adultos de vida livre no meio
ambiente e, consequentemente, uma capacidade de sobrevivéncia superior aos demais
nematddeos 4748, O periodo de tempo entre a infeccdo e a liberacdo das larvas nas fezes

dura, geralmente, entre 3 e 4 semanas “°.

Outra forma de transmissdo € a autoinfeccdo, que pode ser externa, decorrente da
transformacdo de larvas L1 em L3 na regido anal e perianal, que conseguem penetrar
naquela mucosa e atravessam a circulagdo sanguinea, passando pelos pulmdes; ou interna,
quando as condi¢Oes locais do intestino propiciam a evolugdo do parasito para a forma L3
e posterior invasdo direta da mucosa®® 5!, A autoinfeccdo é a principal responsavel pela
manutencdo da estrongiloidiase, podendo permanecer ndo diagnosticada por décadas,
como também levar ao desenvolvimento das formas graves, como 0s casos de

hiperinfeccdo, disseminacdo do parasito e ébito 4°.

3.2 A ESTRONGILOIDIASE

A estrongiloidiase é uma parasitose intestinal causada por nematddeos do género
Strongyloides, que acometem mamiferos, principalmente o homem, podendo ser
encontrados em outras espécies, tais como aves, répteis e anfibios®2. No Brasil, a
importancia do S. stercoralis, como agente etiologico da estrongiloidiase, foi salientada
primeiramente em 1880 por Ribeiro da Luz, no Estado do Rio de Janeiro, e enfatizada em
1948 por Moraes®3. Sua alta prevaléncia em regides tropicais e subtropicais possibilita
maior facilidade de transmissdo, cronicidade e autoinfeccdo, 0 que pode originar formas
graves de hiperinfeccdo e disseminacdo, culminando em Obitos e tornando a

estrongiloidiase um problema social importante®4-56,
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A maioria das infeccbes por S. stercoralis cursam de forma assintomatica ou
oligossintomatica, o que dificulta o diagndstico clinico. As manifestacdes agudas com
sinais e sintomas, quando presentes, podem ocorrer precocemente, como: eritema
serpinginoso (onde houve contato das larvas com a pele), tosse mimetizando asma (devido
a migracdo da larva nos pulmbes), dor abdominal e diarreia. Essas manifestacdes sdo vagas
e se assemelham as de outras doencas; dessa forma, ndo sdo habitualmente
diagnosticadas®’. Na forma grave da doenca, pode ocorrer a hiperinfeccdo e a disseminagéo
para mdltiplos 6rgdos, principalmente em individuos imunocomprometidos®® 59, A
passagem das larvas pelos tecidos pode causar varias complicacbes, como ma absorcao,
hemorragia gastrointestinal, fleo paralitico, pneumonia severa, meningite, fibrilacdo atrial,
hemoptise, pneumotdrax e septicemia causada por bactérias Gram-negativas®-62. Em raros
casos, foram observadas larvas em 6rgdos como figado (larvas nos espacos porta), coracdo
(larvas no liquido pericardico) e cérebro (larvas no LCR)%8 63 como também na urina,
acompanhadas de hematiria e proteiniria®*. Na fase inicial, o individuo pode apresentar
uma elevada eosinofilia. No entanto, posteriormente, o nivel de eosindfilos pode diminuir,
ficando geralmente em torno de 8% a 15% e desaparecendo nos casos de evolucdo grave

ou fatal ®8.

3.3 EPIDEMIOLOGIA DA ESTRONGILOIDIASE

A estrongiloidiase € uma das doencas parasitarias mais negligenciadas e esta
entre as infeccbes mais comuns causadas por geo-helmintos, afetando entre 30 e 100
milhdes de pessoas no mundol->. As areas hiperendémicas estdo situadas, principalmente,
entre 0s tropicos, especialmente nos paises em desenvolvimento da Asia, Africa
Subsaariana e América Latina’!1, onde o clima e as baixas condicdes socioecondmicas e
sanitarias favorecem a disseminacdo. Nas regides desenvolvidas (como sudeste da América
do Norte e Europa), a infeccdo prevalece em agricultores, hortigranjeiros, trabalhadores

rurais, imigrantes e os viajantes que visitaram areas endémicas ©°.

Schér et al. ° publicaram uma revisdo sistematica da literatura com 354 artigos
sobre a distribuicdo global da estrongiloidiase em 78 paises. Em seu estudo, foram
apresentadas taxas de infeccdo heterogéneas. Enquanto no continente africano a frequéncia

variou de 0,1% na Republica Centro-Africana a 91,8% no Gabdo, na América Latina,
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houve uma variagdo de 1% no Haiti a 75,3% no Peru. No sudeste da Asia, foi observada

uma variagdo de 0,02% no Vietnd a 23,7% na Tailandia.

No Brasil, a infeccdo por S. stercoralis é considerada hiperendémica, com taxas
que variam de acordo com a regido. Isso pode ser atribuido as diferencas de idade da
populacdo estudada, variagdes geograficas, condicbes socioecondmicas e até mesmo a
escolha do método para diagndstico. Uma meta-analise com 43 estudos realizada por Schér
et al. ° demonstrou uma prevaléncia estimada em 10,8%. No entanto, a maioria dos estudos
selecionados pelo autor foi realizada em grandes centros urbanos, como Rio de Janeiro e
Sédo Paulo. Paula e Costa Cruz!? mostraram que, entre 1990 e 2009, a ocorréncia da
infeccdo por S. stercoralis foi de aproximadamente 5,5% nas cinco regides brasileiras. As
maiores taxas foram observadas nos Estados de Minas Gerais, Amapa, Goias e Rondénia.
Em Concérdia (SC), um estudo realizado por Tietz Marques et al.®¢, mostrou que, em 9024
individuos atendidos pelo SUS em um laboratério privado, no periodo de 2000 a 2002, a
prevaléncia da infeccdo por S. stercoralis variou de 17,0 a 28,3%, de acordo com o ano.
Tavares-Dias e Grandini®” relataram que, em S&o José da Bela Vista (SP), 8,3% dos 1032
individuos atendidos eram positivos para S. stercoralis. Em Salvador (BA), Inés et al.l®
demonstraram uma taxa de infeccdo de 6,6% entre 634 individuos avaliados em seu

estudo.

Na estrongiloidiase, alguns fatores de risco podem aumentar a susceptibilidade da
infeccdo pelo S. stercoralis e progressdo para formas mais graves da doenca, com menor
resposta terapéutica ao tratamento!®> 7. O indice de mortalidade por sepse associada a
estrongiloidiase grave pode variar de 12 a 60% °°. Dentre os fatores agravantes, destacam-
se a infeccdo pelo HTLV-1/2, o wuso crénico de &lcool e o uso continuado de
glicocorticoides!®-18,

A prevaléncia de estrongiloidiase € elevada em individuos em terapia por
corticosteroides, o0 que predispbe as formas mais graves da doenca, como a sindrome de
hiperinfeccdo e a estrongiloidiase disseminada” 8. Individuos portadores de ldpus
eritematoso sistémico (LES), de um modo geral, evoluem para quadros graves e até mesmo
fulminantes, especialmente naqueles em que a doenca esteja em atividade, com
comprometimento  renal glomerular e que utilizam doses didrias elevadas de
glicocorticoides®®. Wang et al.®® avaliaram 106 casos de estrongiloidiase ocorridos na

China, entre 1973 e 2012, em individuos de cinco a 88 anos. Entre eles, 68% apresentavam
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outras doencas ou faziam uso de medicamentos imunossupressores. Na cidade do Rio de
Janeiro, um estudo com 164 individuos que faziam uso de glicocorticoides, com neoplasias
hematoldgicas, atendidos no Servico de Hematologia do Hospital Universitario,
demonstrou uma frequéncia para infeccdo de S. stercoralis de 13%5°. Um estudo anterior a
esse, realizado na mesma instituicio com 253 individeuos, mostrou uma frequéncia de

21% em usuarios de glicocorticoides’®.

Em individuos que fazem uso crbnico de alcool, a prevaléncia da infeccdo por S.
stercoralis é elevada, podendo variar de 20,5% a 40,2% ’1-74. No estudo de Zago-Gomes et
al.”® (2002), em Vitéria (ES), dos 198 individuos alcoolistas atendidos no Hospital
Universitario, 21,7% (43) estavam infectados com S. stercoralis. No estudo de Marques et
al.”2, no mesmo hospital, de um total de 263 individuos alcoolistas, a frequéncia foi de
20,5%, sendo elevada para 48% naqueles individuos que ingeriam mais que 450g de alcool
por dia. Oliveira et al.”3, em Uberlandia (MG), relatam que a frequéncia da infeccdo em 45
individuos alcoolistas foi situada entre 33,3% a 44,4% em individuos com cirrose hepatica,

enquanto que, no grupo de ndo alcoolistas, foi de 5,5%.

3.4 RESPOSTA IMUNE NA INFECCAO PELO S. stercoralis

Os mecanismos de resposta imune nas infecgdes helminticas, de um modo geral,
sdo variados devido ao tamanho, a diversidade metabdlica e a composicdo antigénica
complexa dos parasitos’®. Estudos em modelos animais sugerem uma participacdo de
resposta imune inata e adaptativa na mediacdo da resisténcia a infeccdo’®. A resposta
imune inata € principalmente mediada por eosindfilos, neutrdfilos, macrofagos e
interleucinas’”: 78, No sistema imune adaptativo, a defesa do hospedeiro contra a infecgdo é
dependente, principalmente, da resposta imune que envolve células T auxiliadoras (CD4+)
do tipo Th2, caracterizada pela sintese de citocinas como IL-4, IL-5 e IL-13, e consequente
producdo pelas células B de imunoglubilinas (IgG e IgE) especificas, com consequente
ativacdo de eosindfilos e mastocitos’”-7°-81, As células T-regulatorias exercem funcéo
através da liberacdo de citocinas como a IL-10 e TGF-B, que atuam na regulacdo das
células Thl, Th2 e Th17 61.80,
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Os eosinofilos desempenham um papel tanto na resposta imune inata contra as
larvas de helmintos, como também na resposta imune adaptativa 82-84, Podem atuar como
células apresentadoras de antigenos, intensificando a producdo das citocinas IL-4, IL-5 e
IL-13, com consequente aumento da producdo de anticorpos especificos IgE, IgM e IgG,
favorecendo a eliminagdo do parasito’”- 83 85 Ademais, 0 mecanismo de citotoxicidade
celular dependente de anticorpo (ADCC) promove a degranulagdo de eosinofilos, basofilos
e mastdcitos e, consequentemente, a liberacdo de moléculas toxicas que induzem a
eliminacdo e (ou) expulsdo do helminto®: 87  contribuindo para o controle da carga
parasitaria. A migracdo dos mastocitos para o epitélio da mucosa pode dificultar a fixacdo

dos vermes adultos, além de estimular a contracdo para a expulsdo do parasito 88-°0,

Os anticorpos especificos também desempenham um papel fundamental na
defesa contra a infeccdo® 2. A IgA é capaz de inibir a fecundidade do parasito e a
viabilidade dos ovos, atuando no controle da infecgdo. Os anticorpos das classes IgE e 1gG
atuam no mecanismo de citoxicidade dependente de anticorpo promovendo a liberacdo de
mediadores inflamatérios que atuam na eliminacdo do parasito®®. A IgG é a principal
imunoglubulina  no soro, possuindo quatro subclasses distintas em sua cadeia de
aminoécidos na regido constantes: 1gG1, 19G2, 1gG3 e IgG4 9495, E suposto que a lgG1
tenha um papel protetor frente a infeccdo ao S. stercoralis, e a 1gG4 esteja envolvida no
blogueio da resposta imune protetora promovida pela IgE, 0 que reduz a morte e a

expulsédo dos parasitos 93,

3.5 DIAGNOSTICO LABORATORIAL DA ESTRONGILOIDIASE

3.5.1 Métodos parasitologicos

O diagnostico laboratorial da estrongiloidiase pode ser realizado por meio de
métodos parasitoldgicos e (ou) imunoldgicos. O diagndstico parasitolégico mais
comumente utilizado é o método de Baermann-Moraes (BM). Contudo o método
parasitoldégico mais sensivel é a cultura em placa de agar (CPA), que é de 2 a 3 vezes
superior ao BM 13. 72, 97 Um dos problemas dos métodos diagnésticos parasitologicos é a

dificuldade do encontro das larvas nos casos de baixa carga parasitria, como tambem a
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intermiténcia de sua eliminacdo, comprometendo a eficacia do diagnostico, o que torna
necessaria a andlise de varias amostras em dias alternados %8 °°. Uma Unica amostra de
fezes examinada para a investigacdo de larvas propicia a deteccdo em cerca de 30% das
infeccBes. No entanto, a sensibilidade do diagndstico aumenta para cerca de 50% se forem
usadas trés amostras fecais, podendo alcancar até 100% com o uso de sete amostras ° 100.
101 Além disso, outros fatores influenciam na sensibilidade desses métodos, tais como o

transporte, o tempo de refrigeracdo e a manipulagdo da amostra 13:102,

3.5.2 Métodos imunolégicos

Os métodos imunoldgicos possuem elevada sensibilidade (Se) e especificidade
(Esp)3%: 103, 104" sendo o Ensaio de Imunoadsor¢do Enzimatica (ELISA) o teste mais
utilizado. Varios estudos demonstram que a sensibilidade desse método varia em torno de
68 a 97%, e a especificidade de 90 a 100%, sendo superior & maioria dos outros testes
sorologicos 69 98, 105, 106 Além disso, um grande nimero de soros pode ser testado
simultaneamente, o que facilita seu uso em inquéritos epidemioldgicos*®. AlEm de sua
praticidade, seguranca e disponibilidade de reagentes®®: 98. 107 o método ELISA também
pode ser aplicado para deteccdo de antigenos do S. stercoralis em amostras de fezes
(coproantigenos), embora esses ensaios ainda estejam em fase de desenvolvimentol©8,
Outros testes soroldgicos, como o Western-blot (WB), a imunofiuorescéncia e o teste de
aglutinacdo em particulas de gelatina, também podem ser utilizados no diagnostico do S.

stercoralis?®.

De um modo geral, os testes sorolégicos tém um uso limitado, principalmente pela
dificuldade na producdo e padronizacio de um antigeno com capacidade de
reprodutibilidade dos ensaios, pela ocorréncia de reacfes cruzadas com outros helmintos e
por ndo distinguirem resposta pregressa de infeccdo ativa, alem de o custo ser elevado em

relacdo aos métodos parasitolégicos 107109110,

A deteccdo de 1gG através do ELISA mostrou reatividade cruzada com outros
helmintost0>. 107, 111 devido, principalmente, a utilizacdo de antigenos ndo purificados.
Porém alguns estudos demonstram maior especificidade do ELISA para deteccdo de IgE

do que para IgG 195 199 que ¢ um marcador de infeccdo recente. A deteccdo de IgA anti-S.
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stercoralis auxilia no diagnéstico da estrongiloidiase!?, principalmente nos individuos que

ndo apresentam excrecdo das larvas 112,

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) para diagnostico dos parasitos intestinais
tem sido utilizada e apresenta especificidade e sensibilidade elevadas 114-116, embora, assim
como no diagnostico parasitologico, também dependa da liberacdo das larvas nas fezes, o
que nem sempre ocorre de maneira continuada. Além disso, é um método de alto custo,
que depende de mdo de obra especializada e requer infraestrutura apropriada, muitas vezes
ndo facilmente disponivel na maioria das &reas endémicas e (ou) carentes de recursos

plblicos14-116,

A eosinofilia, na estrongiloidiase, € geralmente mais frequente em comparagdo com
outras infeccBes parasitarias intestinais crénicas. Uma explicacdo plausivel é o fato de que
as femeas adultas se albergam no interior da submucosa e ndo no limen do intestino e, por
conseguinte, a resposta eosinofilica pode ser maior. Nesse sentido, a eosinofilia ainda é
considerada um marcador potencial para ser avaliado no rastreio de estrongiloidiase

cronica, particularmente em individuos assintomaticos 5 117-119,

Apesar dos diversos métodos utilizados no diagnostico da infeccdo por S.
stercoralis, ainda ndo existe um padrdo ouro. O diagnostico precoce é fundamental para o
inicio do tratamento e a terapia efetiva, evitando-se, assim, as formas mais graves da

doenca®.

3.6 TRATAMENTO DA ESTRONGILOIDIASE

O tratamento da estrongiloidiase era realizado com o tiabendazol. No entanto a
frequéncia e a gravidade dos efeitos adversos causados por esse medicamento levaram a
sua substituicdo pelo albendazol, embora esse Ultimo apresente uma baixa eficacia.
Atualmente, a ivermectina vem sendo empregada com sucesso no tratamento da
estrongiloidiase e indicada como o medicamento de escolhal® 62. 120 A jvermectina, uma
lactona macrociclica derivada de avermectinas, é produzida pela bactéria Streptomyces
avermitilis®2 121 que induz a paralisia do parasita, provocando a morte através da ativacéo
do glutamato nos canais de cloro. Numa comparacdo de dose Unica de ivermectina (200

microgramas por quilograma de peso corporal) por via oral com um regime de trés dias de
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albendazol (400 mg por via oral diariamente), as taxas de cura foram de 83% e 45%,
respectivamente. Atualmente, a ivermectina por via oral uma dose recomendada de 200
microgramas por quilograma de peso corporal, repetida em dois dias consecutivos ou
depois de 2 semanas. Em individuos que ndo tém tolerancia por via oral, vias alternativas,

como a administracdo subcutanea da droga, podem ser utilizadas 57-62.122,123,

O albendazol pertence ao grupo de medicamentos anti-helminticos benzimidazois,
que foram originalmente desenvolvidos como fungicidas de plantas. O albendazol atua
interferindo no sistema de microttbulos do parasita, ocasionando alteragdes em seu nivel
de energia, incluindo esgotamento, o que o imobiliza e, posterioremente, 0 mata. A dose
habitual de albendazol oral é de 400 mg duas vezes ao dia, durante trés a sete dias. Em uma
revisdo sobre sua eficacia, foi demonstrada uma taxa de cura de 62,2% com uma dose
didria de 400 mg 2.

O mebendazol, outro membro do grupo benzimidazois, também atua localmente no
limen do intestino humano, interferindo na formacdo da tubulina celular do intestino dos
helmintos, por meio de ligacdo especifica & tubulina, levando a alteracfes degenerativas
ultraestruturais no intestino. Como resultado, a captacdo de glicose e as fungbes digestivas
do helminto sdo interrompidas de tal forma, que ocorre um processo autolitico. No entanto,
desde outubro de 2011, esse medicamento ndo estd mais disponivel nos Estados Unidos e
ndo € indicado pela Organizacdo Mundial de Salde para o tratamento da estrongiloidiase,
devido a sua baixa efetividade. Ao ser utilizado em doses de 100 mg duas vezes por dia,
durante cinco dias, seguido por doses repetidas nas semanas 1, 3 e 4, o medicamento

alcancou taxas de cura de 87% ap6s 15 meses de tratamento 62 123,124,

3.7 VIRUS T-LINFOTROPICO HUMANO DO TIPO 1 (HTLV-1)

O HTLV-1 foi o primeiro retrovirus detectado e isolado na espécie humana,
descrito pela primeira vez por Poiesz et al.1?%, apés ter sido isolado de um individuo com
linffoma cutineo de células T. Pertence a familia Retroviridae, subfamilia

Orthoretrovirinae, dentro do género Deltaretrovirus 126-128,

Dados epidemiologicos mostram que a infeccdo pelo HTLV tem ampla distribuicdo

mundial, sendo o virus endémico em varias regides do mundo: sul do Japdo, Caribe,
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Africa, América do Sul e ilhas da Melanésia?®>: 12°. O niimero exato de infectados no mundo
ndao é conhecido; no entanto estima-se que 15 a 20 milhdes de pessoas estejam infectadas,
sendo a maioria pelo HTLV-124 130, Na América do Sul, em paises como Argentina, Brasil,
Coldmbia e Peru, pode-se observar uma prevaléncia de 2% de infecgdo para HTLV, tendo
como bases estudos realizados com doadores de sangue!3l. A taxa de prevaléncia
encontrada no Japdo foi de 10%; na Jamaica e Trindade Tobago de 6%; e em Guiné-

Bissau, Camardes e Benin de 5% 24,130,

No Brasil, 0 virus estd presente em todos os estados onde foi pesquisado e, assim
como no mundo, possui prevaléncias variadas. Estima-se que aproximadamente 2,5
milhdes de pessoas estejam infectadas 26 27. Um estudo realizado com doadores de sangue
em 27 capitais brasileiras demonstrou uma distribuicdo heterogénea, com uma variacdo de
0,4/1000 em Floriandpolis (SC) a 10/1000 em Sdo Luis (MA). As capitais dos estados com
maior prevaléncia foram o Maranhdo, Par4, Pernambuco e Bahia (6,7 a 10/1000), sendo a
cidade de Salvador a de maior prevaléncia, apresentando uma taxa que varia de 1,35% a
1,80% de individuos infectados pelo HTLV-126: 99. 132 No estudo de Carneiro-Proietti et
al.133, foi encontrada uma prevaléncia média nos estados do Acre, Amazonas, Ceara,
Distrito Federal, Goids, Minas Gerais, Paraiba, Rio de Janeiro e Tocantins: 3,4 a 6,6/1000.

Os demais estados apresentam uma prevaléncia abaixo de 3,4/1000.

O HTLV-2 também se encontra presente entre populacbes indigenas brasileiras,
tendo uma prevaléncia significativa. Prevaléncias mais altas de 13,7% a 17,5% foram
encontradas em inquéritos epidemiolégicos realizados com populagdes indigenas de Mato

Grosso, Amazonas e Para 134,

Sua morfologia é similar & de outros retrovirus. Possui uma forma esférica, com
diametro de aproximadamente 80 a 100 nandmetros, constituindo-se de um envelope, um
nucleocapsideo e um nucleoide. Cada particula viral é revestida por um envelope de
natureza lipoproteica, proveniente da célula parasitada. As proteinas que compbem a
superficie viral estdo arranjadas de forma icosaédrica e sdo formadas pelas proteinas
estruturais pl15, p24 e pl9, que sdo proteinas do nucleocapsideo, do capsideo e da matriz,
respectivamentel35-137, Possuem genoma de acido ribonucléico (RNA) de fita dupla (com 9
quilobases), enzima viral denominada de transcriptase reversa, que lhe da a capacidade de
inducdo de infecgBes e doencas latentes crbnicas por toda vida. Infectam células T

maduras, geralmente CD4+ no caso do HTLV-I e células CD8+ no caso do HTLV-1129. 138,
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Contudo novos estudos demonstraram que além dos mondcitos, células dendriticas e do

sistema nervoso central, 0 HTLV-1 pode infectar tanto células CD4+ como CD8+ 139,140,

A transmisséo do HTLV-1 pode ocorrer através de trés vias: a sexual, cuja
eficiéncia € de 60%, quando transmitida de homem para mulher, e de 4% no sentido
inverso; a sanguinea, através do compartilhamento de seringas, agulhas contaminadas e
transfusdo de sangue; e a que ocorre por via vertical, da mée para o filho, principalmente
pelo aleitamento materno3t: 141, Transmissdes por transplantes de 6rgdos sdo descritas e
estdo associadas ao desenvolvimento de mielopatia associada ao HTLV/paraparesia
espastica tropical (HAM/TSP), com rapida progressdo, possivelmente devido a

imunossupressdo a que estes individuos sdo submetidos 24142,

A infeccdo pelo HTLV-1 ndo implica necessariamente o desenvolvimento de
patologias associadas, pois, na maioria das vezes, os individuos infectados pelo HTLV-1
sdo assintomaticos e podem assim permanecer durante toda a vida, sem saber que sao
portadores do virus, 0 que representa um fator de risco de transmissdo ndo controlado. Os
sinais e sintomas podem surgir apds um longo periodo de infeccdo2, sendo que de 1 a 5%
dos individuos sintoméaticos podem desenvolver leucemia/linfoma de células T do adulto
(ATLL), ou ainda a HAM/TSP, caracterizada por um quadro sintomatico de natureza
inflamatéria degeneratival42-144, A infeccdo pelo HTLV-1 pode também estar associada
com varias outras sindromes clinicas, incluindo artropatial®, uveitel6, polimiosite 147,
dermatite infecciosal®, sindrome de Sjogren'4® e tireoidite’®®. As manifestacOes
neurologicas sdo as mais frequentes e se caracterizam pela paraparesia espastica com maior
comprometimento dos musculos proximais dos membros inferiores!42. A progressdo
geralmente é rapida, e Gotuzzo et al.'®! relatam a incapacidade de deambulagdo em um
periodo inferior a dois anos. Na ATLL, os sinais clinicos mais encontrados no exame fisico

sdo adenomegalia, hepatomegalia, esplenomegalia e lesdes de pele 1°2.

O HTLV-1 infecta preferencialmente linfocitos T CD4+, embora outros grupos
celulares estejam envolvidos, tais como linfocitos T CD8+ e celulas NK. Além dessas
células, outras sdo susceptiveis a infeccdo, como células epiteliais e dendriticas’® e as
células Th21%3,

O diagnostico dessa infeccdo é baseado em triagem soroldgica para anticorpos anti-
HTLV-1/2, usando-se metodos imunoenzimaticos, eletroquimioluminescentes e de

aglutinacdo. Os testes ELISA, por exemplo, sdo responsaveis pela triagem de ambos o0s
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tipos de HTLV, porém sem capacidade de diferenciacdo do tipo, ao passo que o0s testes de
aglutinacdo rastreiam apenas o HTLV-I1'%4. A confirmacdo e a diferenciacdo do tipo de
HTLV  podem ser feitas pelo método Western blot, imunofluorescéncia,

radioimunoprecipitacdo ou ainda através da PCR142 155,156,

Ainda ndo existe uma terapia eficaz para a cura da infeccdo pelo HTLV, sendo o
tratamento paliativo de acordo com os sinais e sintomas, com terapéuticas especificas para
cada tipo de complicacdo apresentada 1°7. Como também, ainda ndo foi desenvolvida uma
vacina com eficacia comprovada. A prevencdo deve ser feita através de orientacBes sobre a
forma de transmissdo do virus e do diagnéstico, seguido de aconselhamento dos individuos
infectados, principalmente em &reas consideradas endémicas, onde a transmissdo ocorre

silenciosamente?4,

3.8 COINFECCAO ENTRE S. stercoralis e HTLV-1

A associacdo entre S. stercoralis e HTLV-1 foi relatada pela primeira vez em
Okinawa, no Japao'®8. Desde entdo, diversos estudos tém demonstrado forte correlagdo
entre S. stercoralis e 0 HTLV-1. A prevaléncia de infeccdo pelo helminto € 2,4 vezes
maior em individuos portadores do HTLV-11%-21, Em Belém (PA), a taxa de prevaléncia de
S. stercoralis é de 14,3% no HLTV-1 e de 11,1% no HTLV-2 22, Chieffi et al.?®
demonstraram que, em um banco de sangue de S&o Paulo, 12,1% (11/91) dos doadores
infectados pelo HTLV-1 estavam infectados com S. stercoralis. Em um estudo em
Salvador, com um grupo de 150 doadores de sangue infectados com o virus, foi

demonstrado que 15,7% dos individuos estavam infectados com S. stercoralis!’.

Salles et al.1>® afirmam que individuos coinfectados com HTLV-1 e S. stercoralis
tém niveis diminuidos de IgE e de interleucinas, tais como IL-4, IL-5, IL-13, além de
maior predisposicdo ao desenvolvimento de hiperinfeccdo e estrongiloidiase disseminada.
Relatam ainda a possibilidade de a infecgdo por S. stercoralis influenciar o
desenvolvimento de ATLL. Essa relacdo ja foi proposta por Nakada et al.2, Gabet et al.160
e Satoh et al.’®l, No entanto, seu mecanismo ndo estd elucidado. Eles sugerem que a
infeccdo por S. stercoralis pode promover a proliferacdo clonal de células infectadas com

HTLV-1, por meio da ativacdo do sistema IL-2 / IL-2R em individuos coinfectados,
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podendo constituir-se como um cofator para o desenvolvimento de ATLL, uma doenca
linfoproliferativa agressiva que se desenvolve em aproximadamente 1 a 2% dos individuos
soropositivos para HTLV-1, atraves da producdo de citocinas tipo Thl, resultando no
desequilibrio da resposta imune e menor eficacia medicamentosa no tratamento da
estrongiloidiase. Ha relatos de que, em individuos com ATLL infectados com o helminto,
haja uma maior sobrevida e melhor resposta ao tratamento quimioterdpico, quando

comparados aqueles que apresentam essa leucemia sem infeccdo por S. stercoralis 162163,

A infecgdo em individuos com HTLV-1, na maioria das vezes, estimula elevada
producdo de interferon gama (IFN-y) e fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), 0s quais
modulam  negativamente a resposta celular do tipo Th2, e, consequentemente, levam a
diminuicdo, especialmente, da producédo de IL-4, IL-5 e IL-13, bem como de IgE 17 164, 165
Esses sd0 o0s principais mecanismos de defesa dos hospedeiros no combate da
estrongiloisiase. A IL-4 é uma citocina importante para a producdo de células na medula
Ossea, a diferenciacdo e ativacdo dos basofilos e mastécitos. Tanto a IL-4 como a [IL-13
estimulam a diferenciacdo de células B para producdo de IgE, enquanto a IL-5 induz a

proliferacdo e a ativacdo de células precursoras em eosin6filost66.

Satoh et al.161, estudando individuos coinfectados pelo S. stercoralis e HTLV-1,
observaram niveis mais reduzidos de IgE especifica, aumento de 1gG4, IFN-y e de fator de
transformacdo do crescimento beta 1 (TGF-B1), associados a menor indice de cura e maior
predisposicdo para a hiperinfeccdo® 167, Além de as células Thl, Th2 e Thl7 estarem
envolvidas na resposta imune celular e humoral, as células T regulatorias (Treg) sdo
responsaveis pela modulacdo da resposta imune. As Treg (CD4+ e CD25+), expressando
FOXp3+, produzem IL-10 e TGF-B, que atuam inibindo a producdo de IL-5, uma citocina

fundamental para a defesa do hospedeiro contra o S. stercoralis 164,167,168,
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4. OBJETIVOS
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4.1 GERAL

Determinar a presenca da infecgdo do S. stercoralis e da soroprevaléncia de
anticorpos anti-S. stercoralis em individuos infectados com HTLV-1, atendidos no Centro
Integrativo e Multidisciplinar de atendimento ao portador de HTLV da Escola Bahiana de
Medicina e Salde Publica (CHTLV/EBMSP) em Salvador, Bahia.

4.2 ESPECIFICOS
= Descrever o perfil epidemioldégico e socioeconémico da populacdo em estudo.

» Realizar a pesquisa de anticorpos anti-S. stercoralis da classe 1gG por meio do
ELISA.

= Comparar 0 método de ELISA com os métodos parasitologicos para a detecgdo da

infeccdo por S. stercoralis.
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5.METODOLOGIA
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5.1 TIPO DE ESTUDO

Trata-se de um estudo epidemioldgico, descritivo, transversal.

5.2 CARACTERIZACAO DA POPULACAO DO ESTUDO

5.2.1 Grupo 1

Individuos portadores do HTLV-1 residentes em Salvador, regido metropolitana e
interior da Bahia (n=161).

5.2.2 Grupo 2

Residentes do Assentamento Zumbi dos Palmares (AZP), localizado no municipio

de Camamu, que fazem parte de uma Unica familia (n=16).

Camamu é um municipio brasileiro do estado da Bahia. Sua populacdo, estimada
em 2013, conforme o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatisticas (IBGE), era de 37.207
habitantes. O municipio é localizado na Costa do Dendé, litoral sul do estado da Bahia, as

margens da rodovia BA-001.

A familia em questdo possui residéncia no AZP, antiga Fazenda Brahma, que esta
situada a 12 km de Camamu e € constituida por 250 pessoas distribuidas em 50 familias. O
AZP possui uma area total de 400 hectares, sendo 120 de plantacdo de cacau. A renda
média familiar mensal, segundo Rodrigues e Rodrigues!®?, é de R$ 170,00 (Figura 1). De
um modo geral, as casas sdo de madeira e ndo possuem rede de esgoto, energia elétrica,

nem &gua tratada.


https://pt.wikipedia.org/wiki/Munic%C3%ADpio
https://pt.wikipedia.org/wiki/Brasil
https://pt.wikipedia.org/wiki/Estados_do_Brasil
https://pt.wikipedia.org/wiki/Bahia
https://pt.wikipedia.org/wiki/2013
https://pt.wikipedia.org/wiki/Costa_do_Dend%C3%AA
https://pt.wikipedia.org/wiki/Rodovia
https://pt.wikipedia.org/wiki/BA-001
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5.2.3 Caracterizagdo das populagdes

Os individuos de ambos os grupos foram selecionados de modo ndo-probabilistico
e atendidos no CHTLV/EBMSP, de janeiro de 2014 a dezembro de 2016, em que foi
aplicado um questionario socioecondmico (Anexo A). O diagnostico para HTLV-1 foi

realizado por meio do ELISA e confirmado pelo WB.

Foi realizada busca ativa daqueles individuos pertencentes a familia que ndo
compareceram ao CHTLV/EBMSP. Todos os individuos acima de dezoito anos aceitaram
participar do estudo, ap0Os assinarem o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(Anexo B). Os menores de idade foram incluidos no estudo apos assinatura do Termo de

Assentimento Livre Esclarecido (Anexo C) pelos seus respectivos responsaveis.

Foram excluidos do estudo individuos que apresentavam outras morbidades, que
também aumentavam o risco de hiperinfeccdo por S. stercoralis, como, por exemplo, LES,

alcoolismo crénico, uso crénico de corticosteroides e outras infeccbes virais.

5.3 DIAGNOSTICO PARASITOLOGICO

Para o diagndstico parasitoldgico da infeccdo por S. Stercoralis, os pacientes foram
orientados sobre a coleta, a preservacdo e o transporte das amostras. O tempo entre a coleta
e a realizacdo do metodo para o diagnostico variou de 1 a 3 horas. Foram realizados 0s
métodos de sedimentacdo espontanea (SE), BM e CPA para cada amostra, conforme séo
descritos por Neves et al.1’%, Para o grupo 1, foi utilizada uma amostra de fezes e, para o

grupo 2, pelo menos trés amostras, colhidas em dias alternados.

Para a CPA, foi utilizada placa de Petri (diametro de 9 cm e profundidade de 2,5
cm). No centro da placa, foram adicionados 5 mL de meio de cultivo estéril (1,5% de
agar, 1% de extrato de bife, 1% de peptona e 5% de cloreto de so6dio). Em seguida, cerca
de 3 g de fezes foram semeadas no centro da placa. As placas foram seladas com fita
adesiva, para evitar a saida das larvas filarioides!’! e incubadas a 32°C por até sete dias,
com observacdo diaria da presenca dos caminhos deixados pelas larvas 3. As placas

positivas para os caminhos foram lavadas com formalina a 10% para recuperacdo das
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larvas, e a sua morfologia foi observada através da microscopia para confirmacdo do
diagnostico. As placas em que os caminhos ndo foram observados foram lavadas no sétimo

dia de incubacédo, e o sobrenadante também observado atraves da microscopia.

5.4 DIAGNOSTICO IMUNOLOGICO

5.4.1 Producdo de antigeno

As amostras fecais de individuos hiperinfectados com S. stercoralis foram
cultivadas em carvdo animal e incubadas em estufa a 27° C durante cinco dias, para
obtencdo das larvas filarioides. Resumidamente, as amostras fecais frescas foram
dissolvidas em agua destilada e homogeneizadas; em seguida, foi adicionado o carvao
animal granulado, numa proporgdo de fezes e carvdo de 1:2. As larvas filarioides foram
recuperadas do carvdo, utilizando-se 0 método de Rugai'’2. Em seguida, as larvas foram
lavadas trés vezes com tampdo fosfato salina a 0,15M, pH 7,2 (PBS) e centrifugadas duas
vezes por 7 min a 4° C. Posteriormente, 0 sedimento com as larvas foi ressuspenso em 15
mL de hipoclorito de sodio a 0,25% e incubado em temperatura ambiente por 5 minutos.
Apobs a incubacgdo, as larvas foram lavadas por mais cinco vezes, como na etapa anterior e
contadas em microscopio oOptico; em seguida foi feita a adicdo dos inibidores de proteases
(EDTA 5mM, fenil-metilsulfonil-fluoreto 1mM (PMSF, Sigma), TPCK/TLCK 0,05 mM,
leupeptina 1 pg/mL) e foram estocados a -70° C. No momento da preparacdo do antigeno,
as larvas foram descongeladas e sonicadas em ultrassom (Branson Sonifier Cell Disruptor)
até total ruptura do tegumento. O material obtido foi centrifugado a 17,530 x g por 30
minutos a 4° C, e o sobrenadante foi estocado a -70° C, apds dosagem do seu contelido

proteico pelo método de Lowry et al.1”3,

5.4.2 ELISA para deteccdo de anticorpos 1gG anti-S. Stercoralis

Para realizacdo do ELISA, as placas de microtitulagdo (placas de 96 pogos, Corning
Inc. Coastar polystyrene EIA/RIA plates) foram sensibilizadas adicionando-se a cada poco
100 puL do antigeno bruto de S. stercoralis (obtido segundo o item 5.4.1) numa
concentracdo de 10 pg/mL, diluido em tampdo carbonato bicarbonato 0,06 M, pH 9,6,

conforme estabelecido em experimentos realizados anterioremente em nosso grupo 174, Em
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seguida, as placas foram incubadas overnight (18 horas) a 4°C e, ap0s lavagem com o
tampéo fosfato salino - PBS-Tween 0,05%, foram bloqueadas com 100 pL de PBS, 8% p/v
de leite desnatado (tampdo de bloqueio). As placas foram incubadas em camara Umida
durante uma hora a 37°C e, em seguida, lavadas trés vezes com PBS-Tween 0,05%. Um
volume de 100 puL de cada amostra de soro diluido de 1:100, em tampao de bloqueio, foi
aplicado aos pogos — em duplicata — e as placas foram incubadas por mais uma hora a 37°C
e lavadas como na etapa anterior. Em seguida, 100uL do conjugado anti-lgG ligado a
peroxidase, diluido de 1:4000 em tampdo de bloqueio, foi adicionado em cada pogo. Apds
incubacdo e lavagem, como foi descrito anteriormente, a reacdo foi revelada com a adicao
de 100uL do substrato (100 plL de tampao citrato-fosfato a 0,051 M, pH 5,0, com p-
fenilenodiamina a 0,0037 M e agua oxigenada 30 volumes a 0,04%). Ap6s um periodo de
20 mmnutos de incubacdo, ao abrigo da luz, a reacdo foi interrompida com 20 pL de acido
sulfirico a 8 N, por poco. A leitura das densidades Opticas foi realizada em

espectrofotdmetro, utilizando-se o filiro de 450 nm (Awareness Tecnology Inc, USA).

5.5 ANALISES ESTATISTICAS

Os dados foram armazenados de acordo com suas varidveis, utilizando-se o
programa Excel 2010 (Microsoft Corporation, Estados Unidos da América). Para a analise
estatistica, foi utilizado o IBM SPSS software (versdo 19.0 para Windows, Estados Unidos
da América). Variaveis continuas foram expressas como média (desvio padrdo). Variaveis
categéricas foram expressas em percentual. Para testar a suposicdo de normalidade dos
dados, foi aplicado o teste de Kolmogorov-Smirnov. As diferencas entre as médias foram
avaliadas usando-se o teste t ndo pareado para comparar dois grupos, ou ANOVA para
comparar trés ou mais grupos. O teste exato de Fisher foi usado para comparar proporgoes.
Os testes foram bicaudais, e a significancia estatistica foi estabelecida para o intervalo de
confianca de 95%. O coeficiente Kappa foi utilizado para avaliar a concordancia dos
métodos de ELISA para detec¢do de IgG anti-S. stercoralis com o exame parasitologico. A
interpretacdo da concordancia entre os métodos foi feita a partir dos valores de Kappa, de

acordo com Landis e Kocht’>.
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5.6 ASPECTOS ETICOS

O estudo obedeceu as recomendacdes da Resolucdo CNS 466 de 12 de dezembro
de 2012 para o desenvolvimento de pesquisa com seres humanos. Como ja foi destacado,
todos os participantes foram informados sobre o estudo, e aqueles que concordaram em
participar assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (Anexo B).
Para os menores de idade, seus respectivos responsaveis assinaram o Termo de
Assentimento Livre e Esclarecido (TALC) (Anexo C). Este estudo esta inserido dentro do
projeto intitulado “Desenvolvimento e implantagio de métodos parasitologicos e
imunologicos para o diagndstico da estrongiloidiase”, que foi submetido ao Comité de
Etica da Fundacio Oswaldo Cruz, FIOCRUZ, Registro CEP r® 102/2006, sendo aprovado;
foi financiado pelo Ministério da Saude/FAPESB, termo de Outorga SUS0012/2014
(Anexo D).
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6.RESULTADOS
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6.1 CARACTERISTICAS DEMOGRAFICAS E SOCIOECONOMICAS DOS GRUPOS
AVALIADOS

Dos 161 individuos positivos para HTLV-1 atendidos no CHTLV/EBMSP (grupo
1), 31,7% (51/161) eram do sexo masculino e 68,3% (110/161) do sexo feminino, ndo
havendo diferencas estatisticas significativas quanto ao nudmero de individuos com relacdo
ao sexo (p=0,543). A média de idade total foi de 47,6 £ 15,1 anos, variando de 15 a 92
anos (50,8 + 15,09) para o sexo masculino (n=51) e 46,1 = 15,1 anos para 0 sexo feminino
(n=110) (Tabelas 1 e 2).

Dos 16 individuos pertencentes ao grupo 2, 56,3% (9/16) eram do sexo masculino
e 43,7% (7/16) do sexo feminino, ndo havendo diferengas estatisticas com relacdo ao sexo
(p=0,658). A média de idade foi de 19,0 + 16,8, variando de 01 a 64 anos, sendo 16,6 *
13,6 anos do sexo masculino (n=9) e 24,3 + 22,1 do sexo feminino (n=7), conforme se

apresenta nas Tabelas 1 e 2.

Tabela 1 — Caracteristicas demograficas dos individuos infectados com HTLV-1, Grupo 1 (n=161) e
Grupo 2 (n=16), conforme 0 sexo.

Sexo Média de idade  Variagdo
Grupos de Masculino Feminino Total + SD (anos) de idade
individuos n (%) n (%) n (%)
CHTLV/EBMSP 51 (31,7%) 110 (68,3%) 161 (100%) 47,6+ 15,1 15~ 92
Familia 9 (56,3%) 7 (43,7%) 16 (100% 19,0+ 16,8 01~ 64

Fonte: autoria propria.

No grupo 1, 71,4% (115/161) dos individuos eram provenientes do municipio de
Salvador e 5,0% (8/161) da Regido Metropolitana. Os demais, 23,6% (38/161), eram de
outras cidades do interior da Bahia. Quanto ao grau de escolaridade, a renda mensal e a
aspectos sanitarios, ndo foram evidenciadas diferencas estatisticas significativas em ambos
0s sexos (p>0,05), com excecdo da presenca de pia dentro do banheiro para higienizagdo
das maos (p=0,043). A maioria dos individuos pertencentes a esse grupo afirmou ter acesso
as seguintes condigcBes: agua encanada, consumo de agua filtrada ou mineral, coleta diéria

de lixo, rede de esgoto, ruas pavimentadas e banheiro com pia para higienizacdo das maos.

No grupo 2, todos os individuos eram provenientes da Baia de Camamu. Quanto ao
grau de escolaridade e a renda mensal, os integrantes informaram: ter abandonado ou estar
cursando entre a 5% e a 8% série do Ensino Fundamental, e receberem cerca de até meio

salario minimo mensal. A analise dos aspectos sanitarios demonstrou que 100% dos
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participantes ndo dispunham de agua encanada, rede de esgoto, fossa séptica, ruas

pavimentadas e banheiro. Houve ainda referéncia a beber dgua néo filtrada, ter o habito de

andar descalco e ainda utilizar a queima como destino final para o lixo (Tabela 2).

Tabela 2— Caracteristicas demograficas e socioecondmicas dos individuos infectados com HTLV-
1, Grupo 1 (n=161) e Grupo 2 (n=16), conforme o sexo.

Individuos
Grupo 1 Grupo 2
Masculino  Feminino Total p | Masculino Feminino Total (%) p
n (%) n (%) n(%) valor | n (%) n (%) valor

- Idade (anos)
<12 - - - 5(56,6%) 3(42,9%) 8(50,0%)
13-20 5(3,9%) 3(2,7%) 5(3,1%) 1(11,1%) 2(28,6%) 3 (18,8%)
21-30 4(78%)  13(11,8%) 17 (10,6%) 2 (22,2%) - 2 (12,5%)
31-40 7(13,7%)  28(25,5%) 35(21,7%) 0,543 - 1(143%) 1(63%) 0,658
41-50 12(23,5%)  20(182%)  32(19,9%) 1 (11,1%) - 1(6,3%)
51-60 13(25,5%)  23(20,9%) 36 (22,4%) -
>61 13(25,5%)  23(20,9%) 36 (22,4%) - 1(143%) 1(6,3%)
- Municipio de residéncia
Salvador 38(74,5%)  77(70,0%) 115(71.4%) - - -
Regido Metropolitana 3(59%)  5(4,5%) 8(5.0%) 0,757 - - - -
Outras cidades 10 (19,6%) 28 (25,5%)  38(23,6%) - - -
Baia de Camamu - - - 9(100%) 7(100%) 16 (100%) -
- Grau de escolaridade
Nenhum 3(5,9%) 9 (8,2%) 12 (7,5%) L(15,1%) 1(14,3%) 2 (12,5%)
1* a 4* série 11(21,6%)  21(1,9%)  32(19,9%) 3(33,3%) - 3(18,8%)
5% a 8" série 11 (21,6%) 15(13,6%) 26 (16,1%) 5(55,6%) 6(85,7%) 11 (68,8%)
2° grau incompleto 9(17,6%) 18(16,4%) 27 (16,8%) - - - 0,255
2° grau completo 15094%) 350318%) S0(31L1%) 0% . i i
Superior 2(39%)  12(10,9%)  14(8,7%) - - -
- Renda familiar mensal
Até % salario minimo - - - 9(100%) 7(100%) 16 (100%)
<1 salario minimo 23 (45,1%) 74 (67,3%) 97 (60,2%) - - i
2 salarios minimos 15(29,4%) 18(16,4%) 33 (20,5%) ) ) )
3 salarios minimos 9(17.6%) 14 (12,7%) 23 (14,3%) 0,109 i i i i
4 salarios minimos 2(3,9%) 2 (1,8%) 4(2,5%) ) ) )
> 4 sal4rios minimos 2 (3,9%) 2 (1,8%) 4(2,5%) i i i
- Aspectos sanitarios
Agua encanada (sim) 49 (96,1%) 99 (90.8%) 149 (95.5%) 0,756 - - - -
Consumo de agua filtrada (sim)! 29 (56,9%) 68 (61,8%) 97 (60,2%) 0,658 - - - -
Possui rede de esgoto (sim) 44 (86,3%) 92(83,6%) 136 (84,5%) 0,755 - - - -
Possui fossa séptica (sim) 31(60,8%) 56 (50,9%) 87 (54,0%) 0,145 - - - -
Ruas sdo pavimentadas (sim) 47(92,2%)  92(83,6%) 139 (86,3%) 0,143 - - - -
Possui banheiro em casa (sim)> 50 (98,0%) 106 (96,4%) 156 (96,9%) 0,492 - - - -
Possui pia no banheiro (sim) 50 (98,0%)  98(89,1%  148(91,9%) 0,043 - - - -
Coleta de lixo diariamente (sim)* 34 (66,7%) 66 (60,0%) 100 (62,1%) 0,262 - - - -
Anda descalgo (sim) - - - - 9(100%) 7(100%) 16 (100%) -
Total 51 (100%) 110 (100%) 161(100%) - 9(100%  7(100%) 16 (100%) -

1 O consumo de agua mineral foi considerado como de 4gua filtrada

2 Com sanitario

3 Destino do lixo usado pela familia: lixo queimado

Fonte: autoria prépria.
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A primeira abordagem da familia ocorreu quando um de seus integrantes, orientado
por seu médico, procurou o servico do CHTLV/EBMSP em busca de tratamento para
infeccdo causada pelo HTLV. Em entrevista, a paciente relatou ser parte de uma familia
com um grande ndmero de membros também portadores do HTLV-1. A possibilidade de
varios membros estarem infecctados pelo S. stercoralis levou a busca ativa dos casos e a
visita domiciliar. A familia estudada, morando na mesma residéncia, era composta por 16
membros, dos quais 14 apresentavam sorologia positiva para o HTLV-1 e dois, sorologias
negativas. A primeira geragcdo era formada por nove filhos, resultantes de quatro
casamentos (Figura 2).

Atualmente, vivem na mesma residéncia, a matriarca (HTLV-1 positivo) com seu
quarto companheiro (HTLV-1 positivo), trés filhos (uma filha do terceiro casamento e dois
filhos do quarto casamento). Ainda vivem nessa residéncia o conjuge de sua filha (HTLV-
1 negativo) e dez netos. Desses, um, do terceiro casamento, possui sorologia negativa para
HTLV-1, e os demais, cinco do terceiro casamento e quatro do quarto casamento, possuem

sorologia positiva (Figura 2).

Figura 1 — Arvore genealdgica da familia residente no assentamento Zumbi dos Palmares no
Municipio de Camamu (Grupo 2).
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Fonte: autoria propria.

A familia em questdo mora em uma casa de madeira, sem estrutura e sem nenhum

dos itens dos aspectos sanitarios supracitados na Tabela 2 (Figura 2, 3 e 4).
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Figura 2 — Fotografia do assentamento Zumbi dos Palmares no Municipio de Camamu (BA).

Fonte: autoria propria.

Figura 3 — Fotografia que revela o tipo de moradia da familia em Zumbi dos Palmares, Baia de
Camamu

Fonte: autoria propria.
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Figura 4 — Fotografia que revela do tipo de moradia da familia em Zumbi dos Palmares, Baia de
Camamu

Fonte: autoria propria.

6.2 FREQUENCIA DA [NFECCAO POR S. stercoralis E OUTRAS PARASITOSES
INTESTINAS EM INDIVIDUOS INFECTADOS PELO HTLV-1

O diagnostico parasitologico realizado nos participantes do grupo 1 demonstrou
uma frequéncia 1,9% (03/161) da infeccdo pelo S. stercoralis, enquanto o dos participantes
do grupo 2 foi de 18,8% (03/16). Outros enteroparasitos também foram encontrados
(Tabela 3).

Tabela 3 — Frequéncia de parasitos intestinais em individuos HTLV-1 pertencentes ao Grupo 1
(n=161) e Grupo 2 (n=16)

N° de amostras positivas
Grupos

Parasito

CHTLV/EBMSP (n=161) Familia (n=16)
Helmintos
Ancilostomideos 3 (1,9%) 3 (18,8%)
Ascaris lumbricoides 3 (1,9%) 9 (56,3%)
Enterobiusvermicularis - 5 (31,3%)
Strongyloides stercoralis* 3 (1,9%) 3 (18,8%)

Schistosoma mansoni 1 (0,6%) -
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Trichuris trichiura 1 (0,6%) 10 (62,5%)
Protozoérios

Chilomastix mesnilit - 1 (6,3%)
Entamoeba colit 7 (4,3%) 6 (37,5%)
Entamoeba histolytica/ dispar 1 (0,6%) -
Endolimax nanat 14 (8,7%) 6 (37,5%)
Giardia lamblia - 6 (37,5%)
lodamoeba butschllit 2 (1,2%) -

1 N&o patogénicas.
Fonte: o autor.

Dos participantes do grupo 1, 15,5% (25/161) estavam infectados por
enteroparasitos, sendo 12,4% (20/161) monoparasitados e 3,1% (05/161) poliparasitados.
No grupo 2, havia 87,5% (14/16) dos individuos infectados, 68,8% (11/16)
poliparasitados, 18,8% (3/16) monoparasitados e 12,5%  (2/16) individuos negativos.
Observou-se que todos os individuos (trés) infectados com S. stercoralis do grupo 2
apresentaram hiperinfeccdo com presenca larvas rabiditoides, filarioides, machos e fémeas
de vida livre, fémea partenogenética e ovos (Figura 5).

Figura 5 — Formas evolutivas do S. stercoralis encontradas nos exames parasitologicos
realizados nos participantes do grupo 2: Larva rabditoide (1a), larva filarioide (1b) (A),
Cauda de larva filarioide(B), Ovo (C) e Fémea de vida livre (D, E, F).

o

Fonte: autoria propria.
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6.3 DETECCAO DE ANTICORPOS ANTI-S. stercoralis POR MEIO DO ELISA

6.3.1 Sensibilidade e especificidade do ELISA para deteccédo de 1gG anti-S. stercoralis

Para estabelecer a sensibilidade e a especificidade do ensaio imunoenzimatico
(ELISA) para deteccdo de anticorpos IgG anti-S. stercoralis, foram testados 81 soros.
Desse quantitivo, 34 foram provenientes de individuos infectados com S. stercoralis, 24
controles negativos e 23 de individuos monoparasitados com outros helmintos intestinais.
A sensibilidade do ELISA foi de 85,29% (42/47) para deteccdo de 1gG e especificidade de
97,87% (23/24). A Figura 6 mostra os valores da sensibilidade e da especificidade através
da curva ROC.

Apenas um soro de paciente infectado com Schistosoma mansoni (4,3% 01/23)

apresentou reacdo cruzada (Figura 7).

Figura 6 — Curva ROC indicando o melhor ponto da reacdo (cut-off), sensibilidade (Se),
especificidade (Esp), area sob a curva ROC (AUC) e razdo de verossimilhanca (LR) para
deteccdo de 1gG anti-Strongyloides stercoralis em amostras de soro.

150
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® 50
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Fonte: autoria propria.
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6.3.2 Frequéncia de 1gG anti-S. stercoralis

A frequéncia de anticorpos IgG anti-S. stercoralis, no grupo 1, foi de 14,3%
(23/161) e, no grupo 2, de 62,5% (10/16). Os dois individuos do grupo 2 que ndo eram

portadores do HLTV-1 apresentaram sorologia negativa para o S. stercoralis (Figura 7).

Figura 7 — ELISA para detec¢édo de niveis séricos de 1gG anti- S. stercoralis em soros de
individuos atendidos no CHTLV/EBMSP e na Faculdade de Farmacia da Universidade
Federal da Babhia: 24 individuos sem infeccdo por S. stercoralis (%); 34 de individuos
infectados com S. stercoralis (™ ); 23 de individuos com outras parasitoses intestinais ( * );
24 de individuos adultos saudaveis (#); 161 de individuos HTLV positivos( ¥ ); 16 de
individuos de uma familia HTLV positiva(* )
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Fonte: autoria propria.

A Tabela 4 demonstra que 1,9% (3/161) individuos do grupo 1 tiveram resultado
parasitolégico e anticorpos IgG positivos para o S. stercoralis. Um total de 20 (12,4%)
individuos apresentou pesquisa de anticorpos I1gG positivo e parasitologico negativo.
Foram negativos em ambos o0s testes 85,7% (138/161) dos individuos. O indice de
concordancia entre os métodos parasitoldgicos e a deteccdo de anticorpos IgG especificos,
nos individuos do grupo 1, foi razoavel (K= 0,205). Para os individuos integrantes do
grupo 2, 18,8% (3/16) foram positivos no parasitologico e negativos na pesquisa de
anticorpos 1gG e 37,6% (6/16) foram negativos em ambos os testes. O indice de
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concordancia entre os métodos parasitologicos e a deteccdo de anticorpos IgG especificos

nos individuos do grupo 2 também foi considerado razoavel (K= 0,243).

Tabela4 — Comparacdo do ELISA com os métodos parasitologicos para deteccdo da infeccao
por S. stercoralis em individuos infectados pelo HTLV-1
Métodos parasitoldgicos

GRUPO 1t GRUPO 22

Positivo Negativo Total | Positivo Negativo Total

Positivo 3 20 23 3 7 10
ELISA Negativo 0 138 117 0 6 6
Total 3 158 161 3 13 16

! Indice Kappa (K): 0,205 p<0,001
2 K:0,243 p<0,137
Fonte: autoria propria.



53

7.DISCUSSAO
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As parasitoses intestinais continuam sendo um grave problema de salde publica,
principalmente nos paises subdesenvolvidos, onde a falta de investimentos em educacgédo e
saneamento basico leva a um alto grau de contaminagdo e disseminacdo das

enteroparasitoses!’6-178,

A aquisicdo dessas helmintiases e protozooses ocorre, predominantemente, pela via
fecal-oral, comumente pela ingestdo de &gua ou alimentos contaminados, pelo contato
pessoa a pessoa, ou indiretamente, por contato com objetos ou superficies contaminadast’®-
182 As evidéncias apresentadas pelos grupos, principalmente pelo grupo 2 deste estudo,

ratificam essas formas de infeccéo.

A transmissdo dos enteroparasitos por via fecal-oral pode ocorrer pela ingestédo de
agua e (ou) alimentos contaminados com as formas infectantes dos parasitos,
principalmente aqueles consumidos crus, como 0s Vegetais e carnes, bem como pela
higienizacdo incorreta das maos, que sdo levadas a boca. Outras formas de aquisicdo
incluem andar descalco, ter contato direto com solo e com conteddos subungueais
contaminados, principalmente para os ancilostomideos e S. stercoralis, cuja principal
forma de infeccdo é a penetracdo das larvas L3 na pele. De um modo geral, diversos
estudos sdo unanimes quanto as evidéncias dos fatores de risco preponderantes para as
parasitoses: as condicdes socioecondmicas e ambientais em que o0 individuo vive,
ressaltando as condicbes de moradia, abastecimento de &gua, destino do esgoto, lixo e
renda salarial, as mas condicdes de higiene pessoal, principalmente a limpeza das maos,

haja vista que a transmissdo fecal-oral é a mais frequente 183-186,

O diagnostico laboratorial das parasitoses é feito por meio de exames
parasitoldgicos de fezes e sorologias especificas'®’. Porém, por apresentarem sinais e
sintomas semelhantes aos outras doengas comuns, ndo s&o solicitados pelos profissionais
de saude. Como consequéncia disso, o diagndstico clinico pode se dar de forma tardia ou
até mesmo errada, causando falhas no tratamento, ou descoberta j& em fase cronica da

doenca com complicagdes passiveis ja instaladas.

Os resultados deste trabalho demonstraram que os individuos do grupo 1, apesar de
apresentaram condicGes socioecondmicas baixas, habitam em éareas cuja condicdes
sanitarias sdo relativamente  satisfatorias e, consequentemente, apresentaram menor
frequéncia de infecgbes parasitirias  (15,5%). Alguns aspectos sanitarios, Ccomo

abastecimento de &gua encanada (95,5%,) e rede de esgoto (84,5%), encontrados neste
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estudo, sdo superiores a média nacional brasileira apontada pela Pesquisa Nacional por
Amostra de Domicilios do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica em 2015: 0 acesso
a agua encanada foi de 85,4% e a rede de esgoto 65,3%. Por outro lado, no grupo 2,
constituido de individuos que habitam &reas com precarias condicGes sanitarias e possuem
baixas condicdes socioecondmicas, a maioria dos individuos estava infectada (87,5%) e
poliparasitada (68,8%). Varios estudos tém demonstrado que as precérias condicdes de
vida de uma populacdo — ndo acesso a saneamento béasico, a educacdo sanitiria e a
escolaridade — sdo os principais fatores determinantes para a aquisicdo de infeccdes
parasitarias intestinais, ainda predominante nas zonas rurais e em areas urbanas das
periferias e favelas 181, 184. 188, 189  Alia-se a isso a baixa renda familiar, como foi mostrado
neste estudo. Nesse sentido, constitui-se, assim, uma triade epidemiolégica das doencas
parasitarias — a relacdo entre as condicGes do hospedeiro, o parasito e 0 ambiente — 0 que
leva ao estabelecimento de uma infeccdo 190 191, Mesmo em zona urbana, na falta de

investimentos de saneamento basico, a frequéncia das parasitoses é bastante elevada (76%)
192

Estudos de Andrade et al.1%% e Souza et al.18 demonstraram que as condicdes do
sistema imune do hospedeiro sdo agravantes da infeccdo por S. stercoralis, podendo levar a
hiperinfeccdo e a disseminacdo. Geralmente, a estrongiloidiase cursa de modo
assintomatico ou oligossintomatico, o que dificulta o diagnéstico. Porém os quadros graves
que ocorrem na presenca de uma carga parasitaria elevada sdo de diagnostico mais facil,

embora de dificil tratamento.

A associacdo das principais formas de transmissdo e os fatores de risco para a
aquisicdo das parasitoses ratifica a necessidade de alertar as populagdes deste estudo para a
atencdo aos cuidados com a salde, a higiene pessoal, do ambiente e dos alimentos antes
das refeicbes, a importancia do uso de calgcados para reduzir a exposicdo, principalmente
em é&reas rurais ou sem saneamento basico. E importante enfatizar, ainda, a adequada
deposicdo de dejetos e o tratamento da &gua para consumo, como estratégias contra a
disseminacdo desses parasitas e prevencdo e controle das doencas!®l: 188 Apesar de as
dificuldades serem incorporadas a rotina da populacdo do grupo 2, essas praticas sdo
fundamentais para evitar a infeccdo, reinfeccdo, hiperinfeccdo e disseminacdo da

estrongiloidiase.
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A associacdo entre S. stercoralis e HTLV-1 foi relatada pela primeira vez em
Okinawa, no Japdo!%8. Desde entdo, varios estudos ttm demonstrado uma forte associacéo
entre infeccdo por S. stercoralis e pelo HTLV-1. A prevakéncia de infeccdo pelo S.
stercoralis € maior em individuos infectados pelo virus em torno de 2,4 vezes do que em
individuos ndo infectados'®2t, No presente estudo, a frequéncia da infeccdo por S.
stercoralis em individuos do grupo 1 foi de 1,9%, enquanto nos do grupo 2 e foi de 18,8%.
Essas diferencas se devem aos diferentes perfis das populacfes incluidas no estudo. Apesar
de ambos os grupos viverem com uma renda familiar baixa, 0 acesso ao saneamento basico
e 0 acompanhamento médico sistematico dos individuos do grupo 1 possibilitou um indice
baixo da infeccdo nesse grupo. Por outro lado, a elevada frequéncia da infeccdo por S.
stercoralis no grupo 2 corrobora os dados da literatura e é resultado da constante exposicao
a infeccdo por enteroparasitos e precarias condicOes sanitarias, comuns na maioria das
areas rurais de nosso pais. Além da baixa condicdo econdmica, a falta de acompanhamento
médico e de orientagdes para prevencdo das infeccBes parasitarias, o poliparasitismo pode
também acentuar a desnutricdo e, consequentemente, a auséncia de uma resposta imune
eficiente no combate as infeccOes. Furtado et al.?? demonstraram, em Belém (PA), uma
taxa de prevaléncia da infeccdo por S. stercoralis de 14,3% em portadores HTLV-1 e
11,1% em HTLV-2, com dois casos de hiperinfeccdo. Chieffi et al.?3, acompanhando
individuos em um banco de sangue de Sdo Paulo, encontraram uma prevaléncia de
infeccdo por S. stercoralis de 12,1% (11/91) em doadores infectados pelo virus. Carvalho e
Portol’, estudando a frequéncia de Strongyloides stercoralis em um banco de sangue de
Salvador (BA), demonstraram que, de 150 individuos infectados pelo virus HTLV-1,

15,7% estavam infectados com S. stercoralis.

A coinfeccdo com S. stercoralis e HTLV-1 pode levar a alteracbes na resposta
imune, por vezes independentes de outros fatores. A producdo exacerbada de IFN-y e
TNF-a durante a infeccdo pelo HTLV-1 modula os mecanismos de defesa contra os
helmintos, levando a hiperinfeccdo e a disseminacdo do S. stercoralis. Neste estudo, dentre
os individuos do grupo 2 portadores de HTLV, trés estavam infectados com S. Stercoralis,
com presenca de larvas nas formas rabditoides, filarioides, fémeas e machos de vida livre e
até mesmo ovos. Provavelmente, esses individuos coinfectados e com hiperinfeccdo por S.
stercoralis tinham uma resposta imune protetora contra 0s helmintos suprimida,
diferentemente daqueles coinfectados que controlaram a infeccdo por S. stercoralis. Salles

et al.1® afirmam que a producdo exagerada de IFN-y durante a infec¢do pelo HTLV-1
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diminui os mecanismos de defesa contra a estrongiloidiase, e pode ser um fator para o
desenvolvimento do ATLL. Outros estudos, como o de Gabet et al.16%: 194 também sugerem
que a infeccdo por S. stercoralis predispGe a proliferacdo oligoclonal das células infectadas
pelo HTLV-l1 em portadores assintométicos, contribuindo para o desenvolvimento de

ATLL por meio da producdo exacerbada das citocinas pela resposta Thl.

Para os individuos de ambos os grupos, o indice de concordancia entre o0 exame
parasitoldgico e a deteccdo de anticorpos foi razoavel (k=0,205, grupo 1 e k=243, grupo 2).
O grupo 1 teve apenas uma amostra de fezes analisada, enquanto 0 grupo 2 teve trés
amostras de fezes. A baixa carga parasitiria € 0 nimero de amostras analisadas podem ter
contribuido para os valores desses diagndsticos parasitologicos. Ademais, a frequéncia de
anticorpos 1gG pode ndo refletir uma infeccdo presente, e sim a exposicdo prévia ao
parasito, uma vez que os titulos de 1gG sdo detectados a partir de duas semanas pos-
infeccdo, com um pico em torno da sexta semana, que pode persistir por até 20 semanas,
além de reagOes cruzadas com outros helmintos''4. Em individuos imunocomprometidos,
Chaturvedi et al.1? relatam uma frequéncia de 1gG anti-S. stercoralis em portadores do
HTLV de 12,7%, embora ndo tivesse realizado nenhum teste parasitoldgico. Souza et al.%®
demonstraram a soroprevaléncia de 16,0% e parasitoldgico (com Unica amostra de fezes)
de 1,3% em individuos com lipus eritematosos. Silva et al.1%, em individuos alcodlicos,
detectaram uma frequéncia de 1gG anti-S stercoralis de 22,0% e parasitologico de 23,5%,
com indice de concordancia elevada (k=0.786). Os diferentes resultados podem ser
explicados pelas caracteristicas da infeccdo nas diversas populagdes estudadas, devido aos
fatores que contribuem para a sensibilidade dos métodos parasitoldgicos e imunoldgicos,

além de sua especificidade.
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8. CONCLUSAO
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A frequéncia da infeccdo por S. stercoralis no grupo 1 foi de 1,9%, similar & de
outras enteroparasitoses. Um total de 15,5% individuos estavam infectados, sendo 12,4%
monoparasitados e 3,1% poliparasitados. Provavelmente, isso se deve ao fato de os
individuos virem recebendo acompanhamento médico e de a maioria viver em areas onde
as condicbes sanitarias sdo relativamente satisfatérias. Ja no grupo 2, a frequéncia foi de
18,8%, semelhante a outros estudos. Um total de 87,5% estava infectado, sendo 68,8%

poliparasitados e 18,8% monoparasitados, e 6,3% com exames parasitoldgicos negativos.

A soroprevaléncia de IgG anti-S. stercoralis, no grupo 1, foi de 14,3%, 7 vezes
maior do que a presenca de larvas diagnosticadas nos métodos parasitologicos de fezes
(1,9%) (p<0,05). Ja no grupo 2, a frequéncia desse anticorpo foi de 62,5 %, 5 vezes maior
do que a presenca das larvas diagnosticadas através dos métodos parasitologicos (18,8%),

embora esse achado ndo signifique um processo de infeccdo ativa.

O perfil da populacdo do grupo 1 demonstrou que a maioria vive com renda média
de até um salario minimo por pessoa e possui ensino médio completo. Entretanto, os
integrantes do grupo 2 vivem com renda média de ate meio salario por pessoa, possuem

baixa escolaridade e ndo tém acesso a saneamento bésico.

Neste estudo, foi identificado que os individuos do grupo 2 estavam hiperinfectados
por S. stercoralis com presenca larvas rabiditoides, filarioides, fémeas e machos de vida
livre e também ovos e fémeas partenogenéticas, sendo o primeiro caso, de nosso
conhecimento, em que foi possivel visualizar essas formas em trés individuos de uma

mesma familia.

Ao longo do atendimento dos pacientes, foi identificado um individuo infectado
com S. Stercoralis, diagnosticado através do sumario de urina, originando um estudo de

caso, publicado no Journal of Parasitology (Apéndice B), em 2018.
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ABSTRACT

Introduction: The Strongyloides stercoralis infection is usually chronic and
asymptomatic, and may persist for decades without diagnosis. In immunocompromised
individuals, such those infected with the human T-lymphotropic virus type 1 (HTLV-1),
the S. stercoralis infection may progress to more severe forms of strongyloidiasis and a
low therapeutic response. Aim: To investigate the S. stercoralis infection and the
seroprevalence of specific antibodies in individuals who were attended at a Reference
Center for HTLV-1 (CHTLV), in Salvador, Bahia Methodology: This cross-sectional
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study was conducted from January 2014 to December 2016. Patients attended at CHTLV
were divided into two groups: Group 1 - 161 individuals living in Salvador or in small
towns in the state of Bahia and Group 2 — 16 individuals belonging to a single family,
living in Camamu, Bahia. The parasitological diagnosis of infection for S. stercoralis was
performed employing the Hoffman, Pons and Janer, agar plate culture and Baermann-
Morais methods. The 1gG anti-S. stercoralis detection was performed by in house Enzyme
Lynked-Immunosorbent Assay (ELISA). The HTLV-1 infection was diagnosed using a
commercial ELISA and confirmed by Western blotting. Results: The frequency of S.
stercoralis infection in Group 1 was 1.9% showing a low parasite load pattern. The
frequency in Group 2 was 18.8% and all subjects tested were hyper-infected. The
frequency of circulate anti-S. stercoralis 1gG antibodies was significantly lower in  Group
1 (14.3%) than in Group 2 (62.5%). All individuals in this study were of a low educational
level and from low-income families. However, Group 1 individuals lived in urban areas
with adequate sanitary conditions, unlike those from Group 2 who lived in a rural area
without any sanitation system. Conclusion. The differences in the progress of
strongyloidiasis in HTLV-1 patients may be partially due to the different profiles of the
populations evaluated. In addition to the differences in access to basic sanitation,
individuals from Group 1 had a systematic medical follow-up, which may also have

contributed to the low S. stercoralis infection rate observed.

Key words: Strongyloides stercoralis. HTLV-1. Hyperinfection.

1. INTRODUCTION

Strongyloidiasis is a neglected tropical disease caused by soil-transmitted helminths
of the genus Strongyloides, mostly distributed in tropical and subtropical regions and

affecting around 370 million people worldwide (1-2-3-4).

The infection by Strongyloides stercoralis is distributed worldwide with areas
classified according prevalence as: sporadic (<1%), endemic (1-5%) and hyperendemic (>
5% %) (5). The hyperendemic areas are mainly located in the tropics, especially in the
developing countries of Asia, Sub-Saharan Africa and Latin America (notably Brazil and
Colombia) (6-7). In Brazil, between 1990 and 2009, the occurrence of infection was
approximately 5.5% in the five Brazilian regions, which characterizes the country as a
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hyperendemic area (8) In the city of Salvador, Bahia, the prevalence ranges from 4.6% to
6.6% (9-10).

Generally, infections caused by S. stercoralis are chronic and asymptomatic.
However, in immunocompromised individuals, such as those with the human T-
lymphotropic virus type 1 (HTLV-1), there is an increased susceptibility to infection with
progression to more severe forms of strongyloidiasis and lower therapeutic response (11-
12-13). Previous studies have reported higher frequencies of S. stercoralis infection in
patients infected with HTLV (14-15; 16). In Brazil, frequencies of HTLV-1 and S.
stercoralis coinfection can vary from 12-15.7% (15-11-17).

Around 15-20 million people in the world are infected with HTLV-1 (18-19). Of
the endemic countries of Latin American, Brazil has the highest number of positive cases
of HTLV-1, varying in prevalence according to geographic distribution, with greater
distribution in the North and Northeast regions (20- 21-22). In the city of Salvador, Bahia,
the prevalence of HTLV-1 infection ranges from 1.35% to 1.80%, with a significant

increase reaching up to 9% in females over 51 years of age (22).

In this study, we investigated the S. stercoralis infection and the seroprevalence of
IgG anti-S. stercoralis antibodies in individuals HTLV-1 infected and attended at a
Reference Center for HTLV-1, in Salvador, Bahia.

2. METHODOLOGY
2.1 ORIGIN OF SAMPLES

This is an epidemiological, descriptive, cross-sectional study with individuals who
were attended at the Reference Center for HTLV at the Bahia School Medicine and Public
Health (CHTLV/EBMSP) and had a positive diagnosis for HTLV-1 performed through
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) and confirmed by Western Blotting. Blood
samples were collected from patients in a non-probabilistic way from January 2014 to

December 2016, and divided into two groups.

Group 1 includes individuals with HTLV-1, attended regularly at the CHTLV and
residing in the capital, Salvador, or cities from metropolitan or rural regions of Bahia state
(n = 161), and located in urban areas all with basic urban amenities (treated potable water
supply, sewage system, rubbish disposal, public lighting, and sidewalks) Group 2 is
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composed of 16-member family in a precarious rural settlement in the town of Bahia de
Camamu, located 300 Km from Salvador (Bahia, Brazil). The matriarch of the family was
diagnosed with HAM/TSP in July, 2013, and was treated at the Reference Center for
HTLV. Subsequently, an active search was conducted in the settlement where the family
lives for an evaluation of all 16 members. The family lived in a precarious condition with
an outside adapted kitchen, no bathroom, and no sewage or potable water. The domicile
was used for bodily functions. Blood and feces samples were collected from 14 individuals
(except for two children under the age of two years). Thirteen members of the family tested
positive to HTLV-1 by ELISA and confirmed by Western Blotting.

This study was approved by the Committee of Ethics in Research of the Nursing
School, Federal University of Bahia, Brazil. All individuals who agreed to participate in
the study signed an informed consent form and laboratory exams results were sent to the

reference center clinicians for prompt treatment when necessary.

Individuals with other associated morbidities, such those immunosuppressed due to
chronic use of glucocorticosteroids, infected with HIV, or chronic alcohol abusers were

excluded from the study.
2.2 Strongyloides stercoralis diagnosis

Fresh fecal samples from each subject were examined by three different
parasitological methods: spontaneous sedimentation, Baermann—Moraes (REF) method
and agar plate culture (APC). Detection of IgG anti-S. stercoralis was performed by
ELISA (23).

2.2.1 Strongyloides stercoralis soluble antigen

S. stercoralis third-stage infective larvae (L3) were obtained from the feces of a
hyperinfected patient. The larvae were cultured in animal charcoal for five days at 28-C,
collected and concentrated using Rugai’s method, and washed 5 times in 0.15 mol/L of
phosphatebuffered saline (PBS, pH 7.2) by centrifuging for 7 min at 1.8 x g. Parasites were
suspended for 5 min in 0.25% sodium hypochlorite and then washed 5 times in PBS as
described above. The larvae were suspended in PBS with protease inhibitors (5 mmol/L
EDTA, 1 mmol/Lphenyl-methyl sulfonylfiuoride [Sigma], 0.05 mmolL TPCK/TLCK,1
_o/mL leupeptin) and sonicated in an ice bath for 9 cycles of 80 s each at 40 kHz (Branson

Sonifier Cell Disruptor, Bransoninstruments, Danbury, CT, USA). The larvae homogenate
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was then centrifuged at 11,000 x g for 30 min at 4°C. The supernatant was analyzed for
protein content according to Lowry et al. (24), divided into aliquots, and stored at —70-C

until use.
2.2.2 Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA),

Indirect ELISA for specific 1gG was conducted as previously described by Inés et
al. (23). Briefly, wells of microtiter plates (Corning Inc. Coastar polystyrene EIA / RIA
plates) were coated with 100 pL of 10 ug/mL S. stercoralis antigen, in 0.06 mol/L
carbonate-bicarbonate buffer (pH 9.6), incubated overnight at 4 °C, and washed 3 times
with PBS containing 0.05% Tween-20 (PBS-T). The plates were then blocked with 100 puL
PBS-T containing 8% wi/v skim milk (PBS-T-Milk) for 1 h at 37 °C. After blocking, the
wells were washed as described previously. Sera samples diluted at 1:100 in PBS-T-Milk
were incubated in duplicate at a volume of 100 pL per well for 1 h at 37 °C. After washing,
100 pL of 1:4000 anti-human IgG linked to horseradish peroxidase (Sigma—Aldrich, St.
Louis, MO, USA) were added to the plate and incubated under the same conditions. The
reaction was visualized by the additon of substrate, 100 pL of 0.051 molL citrate—
phosphate buffer (pH 5.0) containing 0.0037 mol/L p-phenylenediamine and 0.04%
hydrogen peroxide, and incubating the plate for 20 min in the absence of light, followed by
the addition of 20 pL of 8N sulfuric acid to stop reaction. The absorbance (Abs) was
measured at 450-630 nm with a microplate reader (Awareness Technology, USA).

2.3 Statistical analysis

Data was analyzed using the IBM SPSS software (version 19.0 for Windows,
United States of America). Continuous variables were expressed as mean with standard
deviation. Categorical variables were expressed as a percentage. The tests were two-tailed

and the statistical significance was established for a 95% confidence interval.

The ELISA cut-off, sensitivity and specificity were determined by a ROC (receiver
operating characteristic) curve using sera from 24 individuals without parasitic infections

(negative controls), 34 infected with S. stercoralis and 23 with other intestinal parasites.

We evaluated the concordance between between ELISA and parasitological
diagnosis of S. stercoralis infection by calculating kappa indices using the Graph Pad

statistical software (San Diego, USA). The reference kappa values were inferred as
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follows: (<0) no agreement, (0-0.19) poor, (0.20-0.39) low, (0.40-0.59) moderate, (0.60-
0.79) substantial and (0.80-1.00) excellent agreement (25).

3. RESULTS
3.1 DEMOGRAPHIC AND SOCIOECONOMIC CHARACTERISTICS OF GROUPS

The mean age was 47.6 £ 15.5 years of the 161 HTLV-1 positive individuals seen
in the Reference Center (Group 1), with no statistically significant differences related to
gender (p = 0.543). Members of Group 2 were composed mostly of males, 56.3% (9/16),
and young individuals, with mean age of 19.0 + 16.8 (Table 1).

Considering sanitation conditions of residence and hygiene habits, participants of
Group 2 did not have running water, bathroom, sewage system or septic tank and paved
streets; also referred to drinking unfiltered water, walking barefoot and burning garbage as

the final destination for domestic residues (Table 1).

Table 1 - Demographic and socioeconomic characteristics of individuals infected with HTLV-
1, Group 1 (n = 161) and Group 2 (n = 16), according to sex.

Individuals
Group 1 Group 2

Male Female Total p Male Female p

n (%) n (%) n(%) value | n (%) n (%) Total (%) value
- Age (years)
<12 0 0 0 5(56,6%) 3 (42,9%) 8(50,0%)
13-20 5(3,9%) 3(2,7%) 5(3,1%) 1(11,1%) 2(28,6%) 3 (18,8%)
21-30 4(7,8%) 13(11,,8%) 17 (10,6%) 2(22,2%) 0 2 (12,5%)
31-40 T(13,7%)  28(25,5%)  35(21,7%) 0,543 0 1(143%) 1(6,3%) 0,658
41-50 12(23,5%) 20 (182%)  32(19,9%) 1(11,1%) 0 1(6,3%)
51-60 13(25,5%)  23(20,9%) 36 (22,4%) 0 0 0
>61 13(25,5%)  23(20,9%) 36 (22,4%) 0 1(143%) 1(6,3%)
City of residence
Salvador 38(74,5%)  77(70,0%)  115(71,4%) 0 0 0
Metropolitan region 3(5,9%) 5 (4,5%) 8(50%) 0,757 0 0 0
Other cities 10 (19,6%) 28 (25,5%)  38(23,6%) 0 0 0
Baia de Camamu 0 0 0 9(100%)  7(100%) 16 (100%)
Schooling level
None 3(5,9%) 9 (8,2%) 12 (7,5%) 1(11,1%) 1(14,3%) 2 (12,5%)
Ist to 4th grade 11(21,6%)  21(1,9%)  32(19,9%) 3(33,3%) - 3 (1%3,18%)
5th to 8th grade 11(21,6%)  15(13,6%) 26 (16,1%) 5(55,6%) 6(85,7%) (68.8%) 0255
Incomplete degree 9(17,6%)  18(164%) 27(16.8%) 0,583 - - -
Complete 2nd grade 15(29,4%)  35(31,8%) 50 (31,1%)
Higher education 2(3,9%) 12 (10,9%) 14 (8,7%) 0 0 0
Monthly income
Up to % minimum wage 0 0 0 9(100%) 7(100%) 16 (100%)
<1 minimum wage 23 (45,1%)  T4(67,3%)  97(60,2%) 0 0 0
2 minimum wages 15(294%)  18(164%) 33 (20,5%) 0 0 0

0,109 0 0 0

3 minimum salaries 9 (17.6%) 14 (12,7%) 23 (14,3%)
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4 minimum - salaries 2(3,9%) 2 (1,8%) 4 (2,5%) 0

>4 minimum  wages 2(3,9%) 2 (1,8%) 4 (2,5%) 0

Sanitary conditions

Piped water (yes) 49 (96,1%) 99 (90.8%) 149 (95.5%) 0,756 0 0 0
Filtered water consumption (yes) 29 (56,9%) 68 (61,8%) 97 (60,2%) 0,658 0 0 0

It has a sewage network (yes) 44 (86,3%) 92 (83,6%) 136 (84,5%) 0,755 0 0 0

It has a septic tank (yes) 31 (60,8%) 56 (50,9%) 87 (54,0%) 0,145 0 0 0
Streets are paved (yes) 47 (92,2%) 92 (83,6%) 139 (86,3%) 0,143 0 0 0
Own bathroom in the house (yes) 50 (98,0%) 106 (96,4%) 156 (96,9%) 0492 0 0 0
Has sink in bathroom (yes) 50 (98,0%) 98 (89,1% 148 (91,9%) 0,043 0 0 0
Garbage collection daily (yes) 34 (66,7%) 66 (60,0%) 100 (62,1%) 0,262 0 0 0
Walk barefoot (yes) - - - - 9 (100%) 7 (100%) 16 (100%)
Total 51(100%) 110(100%) 161(100%) - 9 (100% 7 (100%) 16 (100%)

Of the 16 family members (Group 2) studied, 14 (87.5%) were serologically
positive for HTLV-1. The first generation of nine children resulted from four matriarch

marriages (Figure 1).

Currently living in the same residence, the matriarch (HTLV-1 positive) with her
fourth mate (HTLV-1 positive), three children (a daughter of the third marriage and two
children of the fourth marriage). Currently, the spouse of his daughter (HTLV-1 negative)
and ten grandchildren live in this residence. Of these, one, from the third marriage, has
negative serology for HTLV-1. Of the others, five from the third marriage and four from

the fourth marriage, have positive serology (Figure 1).

.
Matriarca
64 anos
|
T : T
1 !
NT NT NT
Companheiro Companheiro Companheiro Companheiro
1 2 3 4
1 3 1
|j . B j
3 filhos 1 Filho 1 filha 4 filhos
|
5 1 |
+ 1
— +
8 netos 1 neto 9 netos 8 netos
== Legenda: wr Nio realizou teste + HTLV-1 Positivo Falecido

Figure 1 - Genealogical tree of the family residing in a settlement in the municipality
of Camamu (Group 2).
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3.2 PARASITOLOGICAL DIAGNOSIS

The parasitological exams showed that 1.9% (3/161) of the Group 1, and 18.8%
(03/16) of the Group 2 participants were infected with S. stercoralis (Table 2). In this
latter, all three individuals presented S. stercoralis hyperinfection, with presence of
rabiditoid, filarioid larvae, free-living males and females, and strongylid eggs in their
feces. Polyparasitism was predominant in Group 2, (68.8%, 11/16), compared to the group
1, (3.1%, 05/161) (Table 2).

Table 2 - Strongyloides stercoralis and other intestinal parasite infections in Group 1
(n=161) and in Group 2 (n=16), diagnosed by three different methods (APC,

Spontaneous Sedimentation and modified Baermann—-Moraes).

Parasite infection Positivity - N (%)

GROUP1 (n=161) GROUP 2 (n=16)
Monoparasitism 20 (12,4) 3(18,8)
Poliparasitism 5(3,1) 11 (68,8)
Total 25 (15.5) 14 (87,5)
Helminths
Hookworms 3(1,9) 3(18,8)
Ascaris lumbricoides 3(1,9) 9 (56,3)
Enterobius vermicularis 0 (0.0 5(31,3)
Strongyloides stercoralis 3(1,9) 3(18,8) *
Schistosoma mansoni 1(0,6) -
Trichuris trichiura 1(0,6) 10 (62,5)
Protozoa
Chilomastix mesnili 0(0.0) 1(6,3)
Entamoeba coli 7 (4,3) 6 (37,5)
Entamoeba histolytica/dispar 1(0,6) 0(0.0)
Endolimax nana 14 (8,7) 6 (37,5)
Giardia duodenalis - 6 (37,5)
lodamoeba butschlli 2(1,2) -

*All HTLV-1 and S. stercoralis co-infected patients from Group 2, had S. stercoralis
hyperinfection (> 3,000 larvae/gram of faeces)
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3.3 DETECTION OF ANTI-S. stercoralis IgG ANTIBODIES

The sensitivity and specificity of S. stercoralis ELISA-1gG was 85.29% (42/47) and
97.87% (23/24), respectively, with a cut-off of 0.519 O.D., as determined by ROC curve.
Soropositivity for S. stercoralis antibodies was 14.3% (23/161) in Group 1 and 62.5%
(10/16) in Group 2. Sera from the two non-HTLV-1 individuals from Group 2, tested
negative to S. stercoralis ELISA (Figure 3). In both groups, individuals co-infected with S.

stercoralis and HTLV-1 were parasitological examination and ELISA positive.
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Figure 3 - ELISA for the detection of serum levels of IgG anti-S. stercoralis: 24
individuals without S. stercoralis infection (%); 34 individuals infected with S.
stercoralis (™); 23 individuals with other intestinal parasitoses (*); 161 HTLV

positive individuals (Group 1) (#); 16 individuals from one family from Bahia de
Camamu: 14 HTLV-1 positive and 2 HTLV-1 negative (*).

Table 5 shows the concordance between the diagnosis of S. stercoralis larvae in
feces and the detection of specific 1gG in sera of individuals. In both groups concordance

rates were considered low.
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Table 5 — Concordance between ELISA and parasitological methods for diagnosis of
S. stercoralis in HTLV-1 infected individuals in group 1 (n=161) and in the group 2
(n=16).

Parasitological Methods

GROUP1 GROUP2

Positive  Negative  Total Kappa Positive Negative Total Kappa

ELISA  Positive 3 20 23 0.205 3 7 10 0.243
Negative 0 138 117 0 6 6
Total 3 158 161 3 13 16

4. DISCUSSION

Several studies have shown that the precarious living conditions of a population,
such as a lack of access to basic sanitation, health education and schooling, are the main
determining factors for the acquisition of intestinal parasitic infections. These infections
are still a major health problem in rural areas and on the peripheries of urban areas (26).
Even in these areas, in the absence of investment in basic sanitation, the frequency of
parasites can be quite high (76%) (27). In this sense, the epidemiological triangle for the
development of parasitic diseases involves the host conditions, the parasite and the

environment (28-29).

As observed herein, more than 70% of Group 1 subjects, although from low income
families, lived in Salvador, which is a national metropolitan center and one of the largest
cities in Brazil, with a population of 2,9 million inhabitants (30). Therefore, individuals
were predominantly from boroughs with basic urban amenities: treated potable water
supply, sewage system, rubbish disposal, public lighting, and sidewalks. In fact, the
frequency of piped water supply (95.5%), and sewage system (84.5%) in the domiciles of
families were even higher than the Brazilian national average (31). In contrast, individuals
of Group 2 were from families with very low income (living on less than a Brazilian
minimum salary) and lived in a rural area without basic sanitation facilities. The majority

of individuals of this group presented parasitic infection (87.5%) and were poly-
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parasitized (68.8%). Moreover, the frequency of S. stercoralis infection was almost 10

times higher than that observed in Group 1.

As observed for strongyloidiasis, the lower socioeconomic status indicators can
also influence on HTLV-1 transmission. In Brazil, low schooling and black or indigenous
ethnicity were identified as risk factors for HTLV-1 infection (18-32). Moreover, the
vertical transmission of the virus can occur in 20% to 30% of infants breastfed by infected
mothers, which is associated to the duration of breastfeeding. Intrauterine transmission or
during the peripartum period, infection occurs in less than 5% of cases (31-32). The
significant poverty of Group 2 individuals, associated with wvertical transmission of an

HTLV-1 infected matriarch, may account for the high prevalence of the virus in this group.

The association between S. stercoralis and HTLV-1 was reported for the first time
in Okinawa, Japan (33) and it has been known since that first reporting that the prevalence
of S. stercoralis infection is at least 2.4 times higher in individuals infected with the virus
than in uninfected individuals (14-16-34). Studies conducted in Brazil have demonstrated
high rates of S. stercoralis infection in HTLV-1 (14.3%), and in HTLV-2 (11.1%) (17).
Studies in blood banks found 12.1% and 15.7% of S. stercoralis infection in HTLV-1
patients in S&o Paulo and Salvador, respectively (11-15).

Seroprevalence of 1gG anti-S. stercoralis in Group 1 was 7 times higher than the
presence of larvae in feces (14.3% versus 1.9%) and 5 times higher in Group 2 (62.5%
versus 18.8%). Frequencies of S. stercoralis antibodies and the identification of larva in
feces differ according to the groups of patients studied. Souza et al. (35) demonstrated a
seroprevalence of 16.0% of S. stercoralis antibodies, contrasting with 1.3% of positive
parasitological diagnosis in individuals with lupus erythematosus. Conversely, frequencies
of specific antibodies and S. stercoralis larvae in feces were very similar in alcoholic
individuals, 22.0% and 23.5%, respectively, with high agreement between diagnostic
methods (Kappa = 0.786) (36). In both groups of HTLV-1 infected individuals studied
herein, the concordance between parasitological examination and antibody detection was
low. These divergent results could be explained by the continuous exposure to parasitic
infections, stimulating specific antibody production, or limitations of parasitological
diagnostic methods. It is also worthwhile to point out the necessity of performing an

examination from several samples of feces is not always possible.
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Coinfection with S. stercoralis and HTLV-1 leads to changes in the immune
response. The exacerbated production of IFN-y and TNF-a during HTLV-1 infection may
negatively modulate the Th2-type cellular response, and consequently, decrease the main
immune mediators involved in S. stercoralis defense mechanisms, such IL-4, IL-5 and IL-
13, and IgE (37-38-39-40). This possibly explains the 3 cases (21.4%) of S. stercoralis
hyperinfection observed in HTLV-1 infected individuals of Group 2, including one with an

identification of different evolutionary parasitic forms in fecal samples.

The differences in the progress of strongyloidiasis in HTLV-1 patients observed in
this study may be partially due, as discussed above, to the different profiles of the
populations evaluated. In addition to the differences in access to basic sanitation,
individuals of Group 1 had a systematic medical follow-up, which may also have
contributed to the low S. stercoralis infection rate observed. Therefore, the constant
exposure to enteroparasites infection, the absence of, and/or precarious access to,
basic medical and healthcare services, malnutrition, and inefficient immune response, are
probably the major factors leading to the S. stercoralis hyperinfection in HTLV-1 carriers

in Group 2.
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Abstract:

The objective of this study was to report a case of a hydronephrotic patient with
Strongyloides stercoralis infection, with discharge of rhabditoid larva exclusively in urine.
In 2013, a 72-yr-old, male patient, hypertensive, obese and diagnosed with hydronephrosis
secondary to renal calculi, reported lumbar pain, polyuria, polaciuria and dysuria, as well
as frequent urinary tract infections. The microscopic analysis of urine sediment showed the
presence of S. stercoralis rabditoid larva. However, parasitological examinations by
Baermann-Moraes, agar plate culture and spontaneous sedimentation, performed with 3
fecal samples on alternate days had negative results. The patient was treated with
albendazole and to date has shown negative results in both parasitological and urine tests.
This report deals with the unusual finding of S. stercoralis in a urine sample of an
immunocompetent  individual and absence of disseminated infection, but  with
hydronephrosis. Patients with nephropathies from S. stercoralis endemic areas should be
monitored periodically, as early detection may prevent the worsening of symptoms and
renal failure.

Strongyloidiasis, an intestinal parasitic disease caused by nematodes of the genus
Strongyloides and which is one of the main infections caused by geohelminths (Bethony et
al., 2006; Elliot et al., 2007; Krolewiecki et al., 2013; Requena-Méndez et al., 2013;
Nutman, 2016) affects approximately 30 to 100 million people worldwide, mainly in
tropical and subtropical regions. According to the rate of prevalence, the infection by
Strongyloides stercoralis can be classified as sporadic (<1%), endemic (1-5%) and
hyperendemic (> 5%) (Pires et al., 1993). The hyperendemic areas are located mainly in
the tropics, especially in the developing countries of Asia, Sub-Saharan Africa and South
America (notably Brazil and Colombia) (Fardet et al., 2007; Devi et al., 2011; Schar et al.,
2013). In Brazilian regions, between 1990 and 2009, the occurrence of S. stercoralis

infection was approximately 5.5%. This rate of infection places Brazil in the hyperendemic
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category (Paula et al., 2011). In the city of Salvador, Bahia, the prevalence ranges from
4.6% to 6.6% (Santos et al., 2007; Inés et al., 2011).

The parasitic infection usually takes place when filariform larvae penetrate through
the skin and migrate via the bloodstream to the lungs. After ascending the respiratory tract
to the oropharynx, larvae are swallowed and reach the duodenal mucosal crypts to grow
into parthenogenetic females. Thereafter, rhabditoid larvae hatch from the eggs and are
excreted in feces. However, some larvae may transform into the filariform infective stage
penetrating the intestinal mucosa and causing autoinfection (Genta, 1992; Lemos et al.,
2003; Vonghachack et al., 2015). The autoinfection process is responsible for the chronic
maintenance of strongyloidiasis, which may remain asymptomatic and undiagnosed in
most infected hosts for decades (Sudré et al., 2006).

The clinical diagnosis of strongyloidiasis is hampered by the lack of specific
symptoms. Acute manifestations, when presented, include serpinous erythema in the skin
site of larvae penetration, coughing (which mimics asthma, due to larva migration through
the lungs), abdominal pain, and diarrhea (Luna et al., 2007). In the severe form of the
disease, hyperinfection and dissemination to multiple organs may occur, especially in
immunocompromised individuals (Maia et al., 2006; Jongwutiwes et al., 2014). In these
cases, the passage of the larvae through the tissues can cause several complications such as
malabsorption, gastrointestinal hemorrhage, paralytic ileus, severe pneumonia, meningitis,
atrial fibrillation, hemoptysis, pneumothorax and gram negative infections (Keiser et al.,
2004; Tavares et al., 2011; Makker et al., 2015). In rare cases larvae were also observed in
organs such as the liver (larvae in portal spaces), heart (larvae in the pericardial fluid) and
brain (larvae in the CSF), as well as in urine, accompanied by hematuria and proteinuria
(Maia et al., 2006; Miyazaki et al., 2010; Wang et al., 2013).

The most commonly used parasitological method for Strongyloides diagnosis is the
Baermann-Moraes (BM) method, although the agar plate culture (CPA) is considered 2-3
times more sensitive than BM (Marques et al., 2010; Inés et al., 2011; Mejia et al., 2012).
One limitation of parasitological methods is that, in most cases, the parasite load is low and
intermittent, affecting these methods’ effectiveness and making it necessary to analyze
several samples on alternate days (Liu et al., 1993; Mello et al., 2014). In addition, other
factors can influence the sensitivity of parasitological methods, such as sample cooling,
fecal amount analyzed and handling (Zaha et al., 2000; Inés et al., 2011).
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Hydronephrosis is a clinical condition that occurs when the kidney swells due to the
failure of normal drainage of urine from the kidney to the bladder. Common causes include
obstructing stones and ureteropelvic  junction (UPJ) obstruction caused by intrinsic
narrowing of the ureters or an overlying vessel. The obstruction will lead to increased
pressure within the structures of the kidney due to the inability to pass urine from the
kidney to the bladder and usually affects only 1 kidney (Nguyen et al., 2010). This article
aims to describe a case report of a patient with S. stercoralis identified in urine with

medical diagnosis of Systemic Arterial Hypertension (SAH) and hydronephrosis.

A T72-year-old, male patient, hypertensive and obese (BMI 32,87), was diagnosed in
2011 with hydronephrosis (HN) secondary to renal calculi, after presenting with lumbar
pain, dysuria, polyuria, polaciuria (5 urinations at night), and frequent urinary tract
infections. The urinalysis tested positive for hemoglobin and nitrite; at microscopic
examination it showed presence of epithelial cells, red blood cells and both numerous
pyocytes and bacterias. The values of urea and creatinine in serum were 54 mg/dL (UV
enzymatic method, reference value: 15 to 45mg / dL) and 1.77 mg/dL (Picrate Alkaline
method, reference value: 0.40 to 1.30 mg/dL), respectively.

An exacerbation of symptoms was observed in 2013, with medical indication of
nephrectomy of right kidney, which was contraindicated by a cardiologist, due to an
uncontrolled SAH. At this time, patient presented to the Laboratory of Clinical Analysis of
the Federal University of Bahia (LACTFAR - UFBA) for routine laboratory examinations.
The urea and serum creatinine presented values of 44 mg/dL and 1.40 mg/dL, respectively.
Urine examination revealed a turbid appearance, the presence of proteins, traces of
urobilin, and positive nitrite. The microscopic analysis of urine sediment showed rare
epithelial cells, numerous red blood cells, and bacterias per microscopic field, and the
presence of S. stercoralis rabditoid larvae (= 1 larva per uL of urine). A second sample
examination the next day confirmed the presence of parasites in urine (Fig. 1). However,
parasitological examinations by BM, CPA and spontaneous sedimentation, performed with

3 fecal samples on alternate days had negative results.

The patient was treated for urinary infection with Ciprofloxacin 500 mg every 12 hr
for 5 days and for strongyloidiasis with albendazole 400 mg/day for 3 consecutive days,
with repetition of the same therapeutic regimen after 15 days. After the treatment, fecal

parasitological examinations were performed as previously, all with negative results, as
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well as the urinalysis microscopy. One month later, urine and feces were reexamined with
no detection of S. stercoralis larvae. However, clumps of leukocyte sediment, numerous

bacteria, and rare epithelial cells were observed in the urine.

The patient did not present prior immunocompromised reports and did not use
immunosuppressants. He reported having access to basic sanitation, good hygiene

practices, satisfactory housing conditions and a potable water supply.

On 2 subsequent occasions, July 2014 and January 2015, the urine tests presented
negative for nitrite, numerous pyocytes, rare red blood cells, rare epithelial cells and
numerous bacteria and an absence of S. stercoralis larvae. Serum urea and creatinine were
36 mg/dL and 1.70 mg/dL, respectively. In May 2016, the patient was again invited to
undergo new parasitological and urine tests with 3 samples on alternate days, and the result

was negative for S. stercoralis in all fecal and urine samples.

Although S. stercoralis infection is frequently asymptomatic, it can present in a
severe form, culminating in death in some hosts (Newberry et al., 2005). Several
conditions are determinant for the evolution of infection, such as immunosuppressive state,
autoimmune  diseases, viral infections, malnutrition, chronic alcoholism, aging, diabetes
mellitus and other morbidities (Lemos et al., 2003; Benincasa et al., 2007; Souza et al.,
2014).

The present report describes a case of a patient with hydronephrosis, infected by S.
stercoralis, with the elimination of the parasite through the urine. HN is an abnormality of
the urinary tract, characterized by the abnormal enlargement or edema of the kidney, due to
dilatation of the renal chalices and renal pelvis, which disrupts the normal mechanisms of
hydrokinetic defense predisposing to infections. It is often associated with obstruction of
the ureter or with chronic nephropathies, which prevent normal drainage of urine from the
urinary bladder, causing an increase in hydrostatic pressure (Decramer et al., 2007;
Nguyen et al., 2010), and which may result in severe impairment of renal function (Ronald
et al.,, 1991). The obstructed kidney becomes more predisposed to traumatic ruptures, to
the formation of new stones, recurrent pain, as well as bleeding and frequent infections
(Elder et al., 1995; Rodriguez-Suarez et al., 2014). In HN patients, a reduction of tubular
blood flow, accompanied by hypoxia and oxygen free radical release can also be observed.

This can generate an interstitial inflammatory response characterized by infiltration of
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macrophages, renal tubular dilatation and apoptosis, resulting in tubular atrophy and

interstitial fibrosis with a loss of functional nephrons (Chevalier, 2006).

There are few reports of strongyloidiasis infection with the presence of larvae in the
urinary tract (Lemos et al., 2003; Maia et al., 2006; Wang et al., 2013). Yu (1995) reported
a case of a patient with disseminated strongyloidiasis with chronic obstructive pulmonary
disease (COPD), diagnosed with rabditoid larvae in feces, sputum and urine, and
embryonated eggs in sputum. Miyazaki (2010) identified a patient with disseminated
strongyloidiasis with nephrotic syndrome and rabditoid larvae in urine and filarioids in
feces and sputum. Pocaterra (2016) described a case of a kidney-transplanted patient with
S. stercoralis hyperinfection, diagnosed in urine and feces. According to the review Wang
(2013), the diagnosis of strongyloidiasis through urine is possible, especially in those with
nephropathies and compromised immune system. In their review, of 106 cases, the rates of

parasitic positivity in feces, sputum and urine were 75%, 24% and 8%, respectively.

Other case reports have confirmed the presence of filariform larvae of S. stercoralis
in organs such as the colon, liver, lungs, kidneys, as well as parthenogenetic female forms
in the lungs and trachea. Moreover, there are reports of the identification of rhabditoid
larvae of S. stercoralis in urine (Lemos, 2003; Schroeder et al., 2013). This is most likely
due to the presence of parthenogenetic females in the kidneys (Steiner et al., 2002;
Pocaterra et al. 2016). Nevertheless, in most cases parasite larvae were also diagnosed in

feces.

Interestingly, the presence of only the rhabditiform stage in urine, in the case
reported here, presumes a special intrarenal autoinfection cycle in which filariform larvae
circulating in the blood may develop into adult forms (parthenogenic females) inside the
kidney, which could be favored by the HN pathology. This renal infection probably led to
the production of rhabditiform larvae and excretion in the urine, despite the absence of S.

stercoralis in feces.

After treatment, the patient remained free of infection, with an absence of larva in
both feces and urine. Our data emphasize the need of follow up parasitological
examination of patients with renal disorders and from Strongyloides stercoralis endemic
areas, to avoid renal symptoms worsening due to inflammation caused by the presence of

worms and larvae in kidney.
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ANEXOS



ANEXO A - QUESTIONARIO SOCIOECONOMICO E SANITARIO

UNIVERSIDADE FEDERAL DA BAHIA

FACULDADE DE FARMACIA

Nome: OS:
Data de Nascimento: / / Idade:

Género:( ) Masculino ( )Feminino Bairro:
Enderego: Municipio:

- ASPECTOS SOCIOECONOMICOS E SANITARIOS

1.Qual o seugraude escolaridade?

() Nenhum ( )52a82série ( )22graucompleto
( )12a42série ( )22grauincompleto () Superior

2. Qual a renda familiar total?
() <1saldriominimo () 2saldrios minimos
(

) 3 saldrios minimos ( )4salariosminimos ( ) maisde4 salarios minimos

3. De onde vem a agua para beber e cozinhar?

() Aguaencanada () Tanque ( )Rio ( )Barragem
() Pogo () Outro
4. Ferve ou filtraa dguaantesde beber? ( )Sim ( )Nao ( )Agua mineral

5. Aspectos sanitarios:

Possui rede de esgoto no local onde mora? ( )Sim ( )Néo

As ruas possuem pavimentagdo?( )Sim ( )Nao

Tem banheirocom sanitério? ()Sim ( )Nao
Tem fossa? ( )Sim ( )Nao

Tem pia de mdo nobanheiro? ( )Sim () Nao

6. Acoleta delixo é feita de que forma:

() Diariamente ( )Todoolixo é coletado () Lixoqueimado
() Semanalmente () Lixoacumuladonasruas ( )Outros

() Ndoexiste () Lixoacumulado no quintal

() Lixodesprezadosemsacos ( )Lixodesprezadoemsacos

- ASPECTOS CLINICOS
1. Vocé faz uso de algum medicamento, qual?

( )Néo ( )Sim
- Verificarsefaz uso de corticoide/ imunossupressor.( ) Sim ( )Nso
2. Atualmente vocéfuma? ( )Sim ( )Nao () Ex-fumante

- Se fumante ou ex-fumante, qual o tempo?

3. Vocé costuma fazer usode bebidasalcodlicas? ( ) Sim ( )Nao
- Se fazuso crénico, ha quanto tempo?

4. Com que frequéncia vocé geralmente ingere alguma bebida alcodlica?

() Todos os dias ( )1-4vezes/semana () Finais desemana
( )1-3vezes/més () Menos que uma vez/ més

( )Menosqueumavez/ano ( )N&obebe

5. Nos diasemque vocéingere bebida alcodlica, qual a bebida e em que quantidade vocé geralmente consome por dia?

(uma unidade éiguala uma lata, uma garrafa ou umcopo grande)
() Cerveja ( )Cachaga () Vodka () Outras
Quantidade consumida

6. Vocé ingeriu bebida alcodlica hojeou ontem? () Sim ( )Nio

DATA: / / _ ENTREVISTADOR: Horario da coleta:

102



103

ANEXO B - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Instituicdo: Laboratorio de Parasitologia da Faculdade de Farméacia — UniversidadeFederal da Bahia —
LACTFAR/UFBA, Salvador — Bahia- Brasil.

Convidamos o (a) Sr (a) para participar da pesquisa “Avaliacdo e desenwlvimento de tecnologias
aplicadas ao diagndstico da infeccdo por S. stercoralis e prevencdo da estrongiloidiase grawe em
individuos imunocomprometidos”, sob a responsabilidade da pesquisadora Neci Matos Soares, a qual
pretende realizar o diagndstico da infeccdo por Strongyloides stercoralis e estudar a associagdo entre esta
infeccdo e 0 HTLV, além de caracterizar as alteragGes imunes metabélicas através de marcadores biolégicos.

Sua participacdo é voluntaria e se dard por meio de doacdo de sangue e fezes, sendo que as amostras
utilizadas na pesquisa sdo as mesmas solicitadas pelo seu médico, para a realizacdo dos seus exames. Este
estudo pode contribuir para melhorar a satde da populagdo, poréma sua participagdo pode trazer algumrisco
ou desconforto para a sua pessoa, tais como hematomas ou dor na regido de coleta de sangue. Este risco no
procedimento de coleta das amostras sera minimizado através de orientacfes adequadas e profissionais
experientes na realizacdo do procedimento.

Se depois de consentir em sua participacdo o Sr (a) desistir de continuar participando, tem o direito e a
liberdade de retirar seu consentimento em qualquer fase da pesquisa, seja antes ou depois da coleta dos
dados, independente do motivo e semnenhum prejuizo a sua pessoa. O (a) Sr (a) ndo terd nenhuma despesa e
também ndo receberd nenhuma remuneragdo. Os resultados da pesquisa serdo analisados e publicados, mas
sua identidade ndo sera divulgada, sendo guardada em sigilo. Para qualquer outra informacédo, o (a) Sr (a)
podera entrar em contato com o pesquisador no endereco, Laborat6rio de Parasitologia da Faculdade de
Farmécia— Universidade Federal da Bahia — LACTFAR/UFBA Rua Bardo do Jeremoabo, n° 147, Ondina -
Salvador, Bahia - Brasil, CEP 40.170-115, Salvador, Bahia- Brasil, pelo telefone (71) 3283-6950,0u podera
entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisa — CEP - Escola de Enfermagem da UFBA, Rua
Augusto Viana, s/n,sala 435 - Canela - Salvador, Bahia - Brasil - telefone: (71) 3283-7615.

Consentimento Pds—Informagédo

Eu, , fui informado sobre o que o
pesquisador quer fazer e porque precisa da minha colaboracéo, e entendi a explicagdo. Por isso, eu concordo
em participar do projeto, sabendo que ndo vou ganharnada e que posso sairquando quiser. Este documento é
emitido em duas vias que serdo ambas assinadas por mim e pelo pesquisador, ficando uma via comcada um

de nos.

Assinaturado voluntario ou seu responsavel legal

Assinaturado orientador responsavel

Assinaturado aluno (a) pesquisador
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ANEXO C - TERMO DE ASSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

TERMO DE ASSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Instituicdo: Laboratério de Parasitologia da Faculdade de Farméacia — UniversidadeFederal da Bahia —
LACTFAR/UFBA, Salvador — Bahia- Brasil.

Convidamos o (@) Sr (a) para participar da pesquisa “Avaliacdo e desenwolvimento de tecnologias
aplicadas ao diagndstico da infeccdo por S. stercoralis e prevengdo da estrongiloidiase grawe em
individuos imunocomprometidos”, sob a responsabilidade da pesquisadora Neci Matos Soares, a qual
pretende realizar o diagndstico da infecgdo por Strongyloides stercoralis e estudar a associagdo entre esta
infeccdo e o HTLV, além de caracterizar as alteragGes imunes metabdlicas através de marcadores bioldgicos.

Sua participagdo é voluntaria e se dard por meio de doacdo de sangue e fezes, sendo que as amostras
utilizadas na pesquisa sdo as mesmas solicitadas pelo seu médico, para a realizagdo dos seus exames. Este
estudo pode contribuir para melhorar a satde da populago, poréma sua participagdo pode trazer algumrisco
ou desconforto para a sua pessoa, tais como hematomas ou dor na regido de coleta de sangue. Este risco no
procedimento de coleta das amostras sera minimizado através de orientacGes adequadas e profissionais
experientes na realizacdo do procedimento.

Se depois de consentir em sua participacdo, vocé podera desistir de continuar participando, temo direito e a
liberdade de retirar seu consentimento em qualquer fase da pesquisa, seja antes ou depois da coleta dos
dados, independente do motivo e sem nenhum prejuizo a sua pessoa. Vocé ndo tera nenhuma despesa e
também néo receberd nenhuma remuneragdo. Os resultados da pesquisa serdo analisados e publicados, mas
sua identidade ndo sera divulgada, sendo guardada em sigilo. Para qualquer outra informacéo, vocé podera
entrar em contato com o pesquisador no endereco, Laboratério de Parasitologia da Faculdade de Farmacia—
Universidade Federal da Bahia — LACTFAR/UFBA,Rua Bardo do Jeremoabo, n°® 147, Ondina - Salvador,
Bahia - Brasil, CEP 40.170-115, Salvador, Bahia- Brasil, pelo telefone (71) 3283-6950,0u podera entrar em
contato com o Comité de Etica em Pesquisa — CEP - Escola de Enfermagem da UFBA, Rua Augusto Viana,
s/n,sala 435 - Canela - Salvador, Bahia - Brasil - telefone: (71) 3283-7615.

Consentimento Pds—Informagéo

Eu, ,portador (a) do documento de Identidade
, fui informado (a) dos objetivos da presente pesquisa, de maneira clara e detalhada
e esclareci minhas davidas. Sei que a qualquer momento poderei solicitar novas informagdes, e 0 meu
responsavel poderd modificar a decisdo de participar se assim o desejar. Tendo o consentimento do meu

responsavel ja assinado, declaro que concordo em participar dessa pesquisa. Recebi o termo de assentimento
e me foi dada a oportunidade de ler e esclarecer as minhas davidas.

Assinaturado menor

Assinaturado orientador responséavel

Assinaturado aluno (a) pesquisador
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ANEXO D - PARECER CEP

Ministério da Saude

FIOCRUZ
Fundacao Oswaldo Cruz

Centro de Pesquisas Gongalo Moniz

PARECER N° 102/2006
Protocolo: 203

Projeto de Pesquisa: Desenvolvimento e Implantacao de Métodos
Parasitolégicos e Imunolégicos para o Diagnéstico da Estrongiloidiase

Pesquisador Responsavel: Dra. Neci Matos Soares

Instituicdo ou Departamento : Laboratério de Parasitologia- Faculdade de
Farmacia (UFBA)

Consideracoes:

Apods analise ética do projeto e realizagdo dos esclarecimentos solicitados pelo
responsavel, o CEP considera que o projeto atende aos principios éticos de
autonomia, beneficiéncia, nao maleficiéncia, equidade e justica.

Diante do exposto, o Comité de Etica em Pesquisas do Centro de Pesquisas
Gongalo Moniz da Fundagéao Oswaldo Cruz (CEP-CPqGM/FIOCRUZ), conforme
atribuicées conferidas pela CONEP/CNS/MS (Carta Doc.32/04/97), com base na
Resolugéo 196/96, julga aprovado o projeto supracitado.

Salvador, 09 de outubro de 2006.

Comité de Etica em Pesquisa - Rua Waldemar Falcao, n° 121, Candeal, Salvador, Bahia
CEP 40296-710, Brasil
Tel: (71) 3176-2239 Fax: (71) 3176-2327
e-mail: cep@cpagm.fiocruz.br



Instituto de Ciéncias da Saude
Programa de Poés Graduacao
Processos Interativos dos Orgéos e Sistemas
Avenida Reitor Miguel Calmon s/n - Vale do Canela. CEP: 40110-100
Salvador, Bahia, Brasil

http://www.ppgorgsistem.ics.ufba.br






