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RESUMO 

 

Introdução. A infecção por S. stercoralis, geralmente, cursa de forma crônica e 

assintomática. No entanto, quando ocorre um desequlibrio no sistema imune do 

hospedeiro, esta parasitose pode evoluir para os quadros graves de hiperinfecção e/ou 

disseminação. O alcoolismo crônico é um dos fatores de risco mais associado a estes 

quadros. Objetivo. Avaliar e o immunoblotting e o ELISA para diagnóstico da infecção 

por S. stercoralis em pacientes alcoolistas, utilizando diversos preparados antigênicos 

frente a diferentes isotipos de anticorpos. Materiais e métodos. Foram incluídos no 

estudo pacientes alcoolistas crônicos internados no Centro de Acolhimento e 

Tratamento de Alcoolistas (CATA), sendo realizados exames parasitológicos de fezes 

(sedimentação espontânea, Baermann-Moraes e Cultura em Placa de Agar) e ELISA 

para detecção de anticorpos IgG, IgE e IgA1 em todos os individuos. O IgG1 e IgG4-

ELISA só foram realizados nos pacientes com eliminação de larvas nas fezes. O 

immunoblotting foi realizado utilizando os antígenos solúveis de S. stercoralis (SsS) e 

S. venezuelensis (SvS), de membrana de S. venezuelensis (SvM) e os recombinantes 

NIE e SsIR combinados para os aniticorpos IgG e IgA1 em 50 soros de indivíduos 

alcoolistas, sendo 20 infectados com S. stercoralis, 15 monoparasitados com outros 

helmintos e 15 negativos para qualquer enteroparasitose. Apenas as bandas com 

sensibilidade e especificidade superiores a 70% foram consideradas para o diagnóstico. 

Resultados. A imunorreatividade do immunoblotting variou de acordo com o isotipo do 

anticorpo pesquisado e antígenos utilizados. O antígeno de membrana de S. 

venezuelensis demonstrou sensibilidades de 100% (20/20) na pesquisa de anticorpos das 

classes IgG e IgA1 e especificidades de 90 (27/30) e 93% (28/30), respectivamente, 

demonstrando melhor aplicabilidade diagnostica. Os antígenos solúveis homólogo e 

heterólogo demonstraram sensibilidade e especificidade similares quando marcados 

tanto com IgG quanto com IgA1, sendo inferiores ao antígeno de membrana heterólogo 

para ambos os anticorpos. Os antígenos recombinantes demonstraram baixas 

especificidades, com elevado número de reações cruzadas. O SsIR foi o recombinante 

com maior número de reações cruzadas, 86,7% (13/15) para ambos os anticorpos. A 

reatividade aos anticorpos IgG e IgA1 para os diferentes preparados antigênicos 

demonstrou bandas com um peso molecular variando de 7 a 170 kDa e 14 a 170 kDa, 

respectivamente. No SsS, a única banda com mais de 70% de ambas sensibilidade e 

especificidade, tanto com IgG quanto IgA1, foi a de 26 kDa. Tanto no SvS quanto no 

SvM, foi observado um número maior de bandas com marcação para ambos o IgG e o 

IgA1. As bandas de 75 e 26 kDa do SvM apresentaram as maiores sensibilidades e 

especificidades para marcação com IgG e IgA1, sendo que a banda de 26 kDa 

apresentou sensibilidade em 100%, para ambos os anticorpos, e especificidade de 90 e 

97% para o IgG e IgA1, respectivamente. Esta banda quando marcada para o IgA1 

demonstrou as maiores sensibilidade e especificidade e a menor diferença entre ambas.  

Ao final do estudo foram avaliados um total de 345 pacientes. A frequência da infecção 

por S. stercoralis através dos métodos parasitológicos foi de 21,4%. A sensibilidade e 

especificidade dos ELISAs variaram de acordo com as diferentes classes e subclasses de 

anticorpos pesquisadas, sendo as maiores observadas no IgG4 e no IgE-ELISA, com 96 

e 93% e 94 e 92%, respectivamente. No entanto, a imunorreatividade do IgE em 



pacientes alcoolistas com eliminação de larvas nas fezes foi de apenas 70%, indicando 

que o IgE-ELISA é um método com baixa sensibilidade para o diagnostico da 

estrongiloidíase nestes pacientes. O IgA1 e o IgG4-ELISA foram os melhores métodos 

para detecção de anticorpos em pacientes alcoolistas com eliminação de larvas nas 

fezes, 80% e 85%, respectivamente. A média da densidade óptica do IgG1 específico no 

soro de pacientes alcoolistas infectados com S. stercoralis foi significativamente menor 

em relação a indivíduos não-alcoolistas infectados (p <0.05). Além disso, apenas 57% 

dos alcoolistas com eliminação de larva nas fezes foram positivos para o IgG1-ELISA e 

uma correlação negativa significativa (r = -0.273, p <0.05) foi observada entre os níveis 

de IgG1 anti-S. stercoralis e a carga parasitária. Cerca de 92% dos pacientes alcoolistas 

com eliminação de larvas nas fezes e ELISA negativo para uma ou mais classes ou 

subclasses de anticorpos demonstraram imunorreatividade no immunoblotting para 

IgA1 utilizando o antígeno de membrana de S. venezuelensis, confirmando a presença 

de anticorpos específicos circulantes. Conclusão. O antígeno de membrana de S. 

venezuelensis apresentou melhor aplicabilidade para o diagnóstico da infecção por S. 

stercoralis, sendo que a pesquisa de anticorpos IgA1 apresenta melhor especificidade 

que a pesquisa de IgG, evidenciando que as moléculas na faixa de 17, 26, 75 e 90 kDa 

do antígeno de membrana do S. venezuelensis podem ser usadas como padrões no 

diagnóstico da estrongiloidíase, além de serem potenciais candidatas  para 

desenvolvimento de uma proteína recombinante. O IgG1 e o IgE-ELISA demonstraram 

elevadas sensibilidades e especificidades, mas uma baixa reatividade em pacientes 

alcoolistas. Além do mais, foi observado um aumento estatisticamente significativo na 

carga parasitária dos alcoolistas infectados com S. stercoralis e IgE e IgG1-ELISA 

negativos. Em pacientes alcoolistas, o IgG4 e o IgA1-ELISA apresentaram os melhores 

resultados entre os ELISAs avaliados. O immunoblotting confirmou a infecção por S. 

stercoralis em 92% dos pacientes com eliminação de larvas nas fezes, mas negativos 

para uma ou mais classes ou sublasses de anticorpos no ELISA. Este trabalho abre um 

precedente para estudos futuros no uso de diferentes classes e subclasses de anticorpos 

para diagnóstico e avaliação da resposta imune na infecção por S. stercoralis e levanta a 

necessidade do desenvolvimento de antígenos recombinantes voltados para o 

diagnóstico da estrongiloidíase em grupos de risco em áreas endêmicas. 
 

Palavras-chave: Strongyloides stercoralis. Imunodiagnostico. Imunorreatividade. 

Alcoolistas. 
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ABSTRACT 

 

Introduction. Strongyloides stercoralis infection is usually chronic and asymptomatic. 

However, when an impairement occurs in the host's immune system, this parasite 

disease may develop into severe conditions of hyperinfection and/or dissemination. 

Chronic alcoholism is one of the risk factors most associated with these clinical 

conditions. Aim. To evaluate the immunoblotting and ELISA for S. stercoralis infection 

diagnose in alcoholic patients using several antigenic preparations with different 

antibodies isotypes. Materials and methods. There were included in this study 

alcoholic patients admitted in the Centro de Acolhimento e Tratamento de Alcoolistas 

(CATA). Stool tests (spontaneous sedimentation, Baermann-Moraes and Agar Plate 

Culture) and ELISA for the detection of specific IgG, IgE and IgA1 were performed in 

all individuals. IgG1 and IgG4-ELISA were only made in patients diagnosed with S. 

stercoralis. Immunoblotting was performed using the soluble S. stercoralis (SsS) and S. 

venezuelensis (SvS) antigen, S. venezuelensis membrane antigen (SvM) and the 

combined NIE and SsIR recombinants antigens for IgG and IgA1 detection in 50 

alcoholics sera, 20 being infected with S. stercoralis, 15 monoparasitized with other 

helminths and 15 negative for any enteroparasitosis. Only bands with sensitivity and 

specificity greater than 70% were considered for diagnosis. Results. The 

immunoblotting immunoreactivity varied according to the antibody isotype and antigens 

used. S. venezuelensis membrane antigen demonstrated sensitivity of 100% (20/20) in 

both IgG and IgA1 antibody tests and specificities of 90 (27/30) and 93.3% (28/30), 

respectively, demonstrating better diagnostic applicability. Homologous and 

heterologous soluble antigens demonstrated similar sensitivity and specificity when 

tested to IgG and IgA1, being lower than the heterologous membrane antigen for both 

antibodies. The recombinant antigens demonstrated low specificities, with a high 

number of cross-reactions. SsIR was the recombinant with the greatest number of cross-

reactions, 86.7% (13/15) for both IgG and IgA1. IgG and IgA1 reactivity to the different 

antigenic preparations presented bands with a molecular weight ranging from 7 to 170 

kDa and 14 to 170 kDa, respectively. In SsS, the only band with more than 70% of both 

sensitivity and specificity to both IgG and IgA1 was at 26 kDa. In both SvS and SvM, a 

greater number of bands were observed for IgG and IgA1 compared to SsS. The 75 and 

26 kDa bands of SvM presented the highest sensitivities and specificities for IgG and 

IgA1, with the 26 kDa band presenting 100% sensitivity for both antibodies, and 

specificity of 90 and 96.7% for IgG and IgA1, respectively. This band, for IgA1, 

demonstrated the highest sensitivity and specificity and the smallest difference between 

the two. At the end of the study, a total of 345 patients were evaluated. S. stercoralis 

infection frequency by parasitological methods was 21.4%. The ELISAs sensitivity and 

specificity varied according to the different classes and subclasses of antibodies tested, 

with the highest levels observed in IgG4 and IgE-ELISA, with 96 and 93% and 94 and 

92%, respectively. However, the IgE immunoreactivity in alcoholic patients with fecal 

larvae elimination was only 70%, indicating that IgE-ELISA is a method with low 

sensitivity for strongyloidiasis diagnosis in these patients. IgA1 and IgG4-ELISA 

detected the highest antibodies frequency in alcoholic patients with faecal larvae 

elimination, 80% and 85%, respectively. The mean optical density of specific IgG1 in 



the serum of alcoholic patients infected with S. stercoralis was significantly lower in 

relation to infected non-alcoholic individuals (p <0.05). In addition, only 57% of 

alcoholics with faecal larvae excretion were positive for IgG1-ELISA and a significant 

negative correlation (r = -0.273, p <0.05) was observed between anti-S. stercoralis IgG1 

levels and the parasite load. Approximately 92% of alcoholic patients with elimination 

of larvae in feces and negative ELISA for one or more classes or subclasses of 

antibodies demonstrated immunoreactivity in immunoblotting for IgA1 using S. 

venezuelensis membrane antigen, confirming the presence of specific circulating 

antibodies. Conclusion. S. venezuelensis membrane antigen presented better 

applicability in the immunoblotting for S. stercoralis infection diagnosis and the IgA1 

antibody screening has a specificity than IgG screening, showing that the bands at 17, 

26, 75 and 90 kDa can be usede as molecular patterns in S. stercoralis diagnosis and it 

also are potential candidates for recombinant antigen production. IgG4 and IgE-ELISA 

demonstrated a high sensitivities and specificities, however a low reactivity in alcoholic 

patients. Moreover, it was observed a statistically significant increase in the parasite 

load of alcoholic patients infected with S. stercoralis and IgE and IgG1-ELISA 

negative. In alcoholic patients, IgG4 and IgA1-ELISA presented the best results among 

the evaluated ELISAs. Immunoblotting confirmed S. stercoralis infection in 92% of 

patients with elimination of fecal larvae but negative for one or more classes or 

sublasses of antibodies in the ELISA. This work sets a precedent for future studies in 

the use of different antibodies classes and subclasses for S. stercoralis diagnosis and 

immune response evaluation and raises the need for more studies in the development of 

recombinant antigens for strongyloidiasis diagnosis in risk groups of endemic areas. 

 

Key words: Strongyloides stercoralis. Immunodiagnostic. Immunoreactivity. 

Alcoholics. 
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1.1 INTRODUÇÃO 

 

Strongyloides stercoralis é o principal agente etiológico da estrongiloidíase humana. 

Apresentando uma distribuição heterogênea, pode ser encontrado em todas as regiões do 

planeta, infectando cerca de 300 milhões de pessoas em todo o mundo (1). S. fuelleborni, 

outra espécie do mesmo gênero, é encontrada esporadicamente na África e Papua Nova 

Guiné, onde foi reportada como causa de diarreia em crianças (2). A estrongiloidíase é 

endêmica no Sudeste Asiático, América Latina, África Subsaariana e Sudeste dos Estados 

Unidos (3–5), onde as baixas condições socioeconômicas e sanitárias, aliadas ao solo, clima e 

temperatura adequados, permitem que o parasito permaneça no ambiente (5). A principal 

forma de transmissão da infecção por S. stercoralis ocorre através da via transcutânea, pela 

penetração de larvas filarióides infectantes no hospedeiro (6). Uma das características mais 

peculiares deste parasito é a sua capacidade de se multiplicar no interior do individuo, uma 

vez que as larvas podem alcançar o estágio filaróide ainda no intestino e reiniciar o ciclo 

parasitário, fenômeno conhecido como autoinfecção. A autoinfecção permite que o parasito 

permaneça no hospedeiro durante décadas, sem necessidade de uma reinfecção exógena, 

produzindo sintomas mínimos (7,8). 

Estudos sugerem que tanto a resposta imune inata quanto adaptativa possuem papéis 

importantes na resistência à infecção por Strongiloydes (9). A resposta inata é mediada, 

principalmente, por eosinófilos e pela interleucina-5 (IL-5), com neutrófilos e macrófagos 

exercendo papéis acessórios na eliminação do parasito (9,10). O sistema imune adaptativo 

envolve especificamente respostas do tipo 2, com células Th2 secretoras de IL-4, IL-5 e IL-13 

e produção de imunoglobulinas (IgE, IgG, IgA e IgM) (11). Em contraste, as células T 

regulatórias auxiliam a modular a resposta Th2 exacerbada (12), sendo a interação entre as 

células Th1, Th2 e Treg cruciais para a defesa contra o parasito (13). Apesar de existirem 

poucos trabalhos sobre essas respostas na infecção humana, estudos demonstram que 

determinadas condições, que levam a um desequilíbrio no sistema imune, podem deixar o 

individuo mais susceptível a desenvolver os quadros graves da estrongiloidíase, hiperinfecção 

e disseminação (14–17).  

A hiperinfecção é caracterizada pelo aumento da excreção de parasitos nas fezes e/ou 

escarro, em conjunto com a exacerbação de sintomas envolvendo os tratos gastrointestinal e 

respiratório, como náusea, vômito, diarreia e dificuldade em respirar (18). No entanto, apesar 

do número elevado de parasitos, estes estão confinados nos locais onde ocorre o ciclo de 

autoinfecção (19,20). Quando o helminto é encontrado em outros órgãos, o quadro passa a ser 
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conhecido como estrongiloidíase disseminada e, nestes casos, as larvas podem ser encontradas 

no cérebro, fígado, rins, pâncreas e, potencialmente, qualquer outro órgão (20,21). Os 

indivíduos mais afetados são os pacientes imunocomprometidos, principalmente, quando 

coinfectados com o Vírus Linfotrópico de Células T do tipo 1 (HTLV-1) (22–24), em uso 

crônico de glicocorticoides (25,26) e alcoolistas (20,27).  Estudos demonstram que a 

frequência da infecção por S. stercoralis em pacientes alcoolistas varia em torno de 20% (27–

29), chegando a 40% quando associada a cirrose hepática (30,31). As possíveis causas desta 

comorbidade incluem o aumento da exposição aos fatores de risco à infecção por S. 

stercoralis, alterações das vilosidades intestinais, estímulo da autoinfecção pelos metabólitos 

do cortisol e comprometimento da resposta imune (32). Um estudo recentemente publicado 

por nosso laboratório demonstrou que o aumento do nível de cortisol endógeno está 

diretamente relacionado com o aumento do número de larvas excretadas nas fezes (27).  

Atualmente, o diagnóstico da estrongiloidíase depende da detecção de larvas em 

amostras de fezes. Entre os métodos parasitológicos existentes, os mais sensíveis são a 

Cultura em Placa de Agar (CPA) e o Baermann-Moraes. Apesar da CPA ser mais sensível, é 

menos utilizado que o Baermann-Moraes, pois é mais complexa e demanda um tempo maior 

para liberação dos resultados, além de ter um custo mais elevado (33). Contudo, mesmo ao 

utilizar-se o método parasitológico mais sensível, a influência da intermitência e da 

quantidade de larvas liberadas nas feze e do número, do armazenamento e da manipulação das 

amostras, alteram a eficácia do teste (34). Os métodos imunológicos para a pesquisa de 

anticorpos podem ser uma importante ferramenta no suporte ao diagnóstico da 

estrongiloidíase (35,36). No entanto, seu uso ainda é limitado pela dificuldade na produção do 

antígeno homólogo, presença de reações cruzadas com outros parasitos e memória 

imunológica, que dificulta a diferenciação entre uma infecção passada e uma recente (35,37). 

Desta forma, o desenvolvimento de antígenos recombinantes com elevadas sensibilidade e 

especificidade, que permita a produção em massa, e a avaliação de novas técnicas para o 

imunodiagnóstico são de extrema importância para superar as dificuldades ainda encontradas, 

de forma que o diagnóstico possa ser rápido e preciso. 
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1.2 OBJETIVOS 

 

1.2.1 Objetivo geral 

Avaliar o immunoblotting e o ELISA para diagnóstico da infecção por S. stercoralis 

em pacientes alcoolistas utilizando diversos preparados antigênicos frente a diferentes isotipos 

de anticorpos. 

 

1.2.2 Objetivos específicos 

1. Comparar a sensibilidade e especificidade dos antígenos solúveis de S. stercoralis e S. 

venezuelensis, do antígeno de membrana de S. venezuelensis e dos antígenos 

recombinantes NIE e SsIR no immunoblotting para detecção de anticorpos IgG e IgA1 

anti-S. stercoralis. 

2. Determinar a frequência da infecção por S. stercoralis em pacientes alcoolistas 

internados no Centro de Acolhimento e Tratamento de Alcoolistas (CATA) das Obras 

Sociais Irmã Dulce (OSID); 

3. Definir os níveis de anticorpos específicos IgG, IgE e IgA1 no soro de pacientes 

alcoolistas; 

4. Avaliar os níveis das subclasses IgG1 e IgG4 especificas nos pacientes alcoolistas 

infectados com S. stercoralis; 

5. Realizar o immunoblotting utilizando o antígeno de membrana de S. venezuelensis 

para pesquisa de anticorpos IgA1 em pacientes alcoolistas com liberação de larvas nas 

fezes e ELISA negativo para uma ou mais classes de anticorpos. 
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2.1 REFERENCIAL TEÓRICO 

 

2.1.2 Strongyloides stercoralis 

O gênero Strongyloides está classificado na ordem Rhabditida e a maioria das suas 52 

espécies são nematódeos microbívoros que não infectam seres humanos. Além de S. 

stercoralis e S. fuelleborni, mais duas espécies, S. myopotami e S. procyonis, infectam 

hospedeiros animais e podem ser responsáveis por infecções zoonóticas (3). O Strongyloides 

stercoralis ocorre naturalmente em cachorros, primatas e seres humanos (5). É o principal 

agente etiológico da estrongiloidíase humana e apresenta ampla distribuição mundial (5,38). 

A primeira descrição do parasito foi realizada em 1876 por Loius Normand, que detectou 

larvas em fezes diarreicas de soldados franceses que retornavam da antiga região da Indochina 

e, por esse motivo, a doença ficou conhecida por muitos anos como “diarreia da Cochinchina” 

(39). No mesmo ano, Normand encontrou a forma adulta do S. stercoralis durante uma 

autopsia, apesar de inicialmente não ter relacionado as duas formas evolutivas ao mesmo 

parasito (40). O nome Strongyloides deriva do grego, sendo que “strongylos” significa 

redondo e “eidos” similar (41). Passou-se mais de um século, após a sua descoberta, para se 

entender a biologia e as características que tornam este parasito tão peculiar e importante para 

a saúde pública (3).  

A transmissão da infecção por S. stercoralis ocorre principalmente através da via 

cutânea, onde as larvas do helminto, presentes em solo contaminado, atravessam a pele do 

hospedeiro (42). No entanto, a alta prevalência da infecção em indivíduos institucionalizados 

levanta a hipótese de rotas alternativas de transmissão (43–45). Relatos de casos reportam a 

transmissão da infecção após o transplante de órgãos e através de sexo anal e oral, no entanto 

estas vias ocorrem raramente e não representam vias significativas (40,46–49). O S. 

stercoralis apresenta um duplo ciclo evolutivo, parasitário (ou direto) e de vida livre (42). 

Esse desenvolvimento heterogêneo funciona como um mecanismo de amplificação do 

parasito, permitindo sua reprodução no ambiente e elevando suas chances de sobrevivência. 

Os determinantes que definem este tipo de desenvolvimento ainda não estão completamente 

esclarecidos. Alguns autores acreditam que a diferenciação é geneticamente determinada na 

formação do ovo, onde haveria diferenças no número de cromossomos das formas parasitárias 

e de vida livre, sugerindo que as fêmeas partenogenéticas seriam triploides (3n), produzindo 

simultaneamente três tipos de ovos, triploides (3n), diploides (2n) e haploides (n) (50). As 

larvas rabditoides triploides (3n) originariam larvas filarióides infectantes, completando o 

ciclo direto, enquanto que as diploides e haploides se transformariam em fêmeas e machos de 
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vida livre, respectivamente, dando origem ao ciclo de vida livre. Entretanto, alguns estudos 

não confirmam a diferença de ploidia e indicam que todas as formas evolutivas do 

Strongyloides são diploides (51), sendo o sexo do parasito determinado geneticamente. Neste 

caso, a diferenciação entre fêmeas partenogenéticas e de vida livre ocorreria posteriormente, 

em decorrência de mudanças na expressão gênica, que poderia ser influenciada pela resposta 

imune do hospedeiro, disponibilidade de nutrientes, temperatura do ambiente, entre outros 

fatores (52,53). 

 A fêmea partenogenética pode viver no intestino delgado humano por até cinco anos, 

liberando os ovos na mucosa intestinal. Ainda no hospedeiro, os ovos eclodem e liberam a 

larva rabditoide, que é eliminada nas fezes (5,42). Portanto, raramente observam-se ovos no 

diagnóstico parasitológico (54). No meio ambiente, sob condições adequadas de luz, 

temperatura e umidade, as larvas rabditoides evoluem para a forma filaróide infectante (L3) 

ou para as formas adultas de vida livre, sendo estas as únicas capazes de se reproduzirem 

sexualmente. Após a cópula, a fêmea de vida livre libera ovos que irão se transformar 

exclusivamente em larvas infectantes (42). No ambiente, essas larvas não evoluem e só 

reiniciam seu desenvolvimento ao encontrar um hospedeiro adequado. Dessa forma, existe 

apenas uma única geração de adultos de vida livre (41). Após as larvas atravessarem a pele, 

migram através da circulação, chegando aos pulmões, onde sofrem ecdise e são carreadas 

passivamente com o muco até o intestino delgado, se estabelecendo e alcançando o estágio 

evolutivo final, fêmea partenogenética, e completando o ciclo (41).  

Algumas larvas rabditoides podem evoluir para a forma filaróide ainda no interior do 

hospedeiro, fazendo a penetração intraluminal no intestino (autoinfecção interna) ou cutânea, 

na região perianal (autoinfecção externa), o que permite a manutenção da infecção e aumenta 

o número de parasitos no hospedeiro sem que ocorra reinfecção exógena (55–57). No 

indivíduo imunocompetente, o sistema imune regula a reprodução dos parasitos, limitando a 

autoinfecção. No entanto, quando ocorre uma alteração na capacidade de resposta imune do 

hospedeiro, este helminto pode se multiplicar rapidamente, resultando nos quadros 

conhecidos como hiperinfecção e/ou disseminação, os quais apresentam uma alta taxa de 

mortalidade (5). A falta de diagnóstico adequado torna a estrongiloidíase uma das doenças 

negligenciadas com menos aporte financeiro e investimento por parte de instituições 

governamentais, sendo excluída da lista de prioridades devido a uma subestimação de sua real 

prevalência (40). 

 

2.1.2 Epidemiologia 
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O Strongyloides stercoralis é endêmico em regiões tropicais e subtropicais (5), cuja 

alta prevalência está associada ao subdesenvolvimento social e econômico, onde fatores como 

a falta de saneamento básico e as baixas condições de higiene, associadas com as condições 

adequadas de temperatura e umidade são fatores determinantes para a manutenção do parasito 

no ambiente (5,38). Em algumas regiões da África e Papua Nova Guiné, foram reportados 

casos de estrongiloidíase causados por S. fuelleborni fuelleborni e S. fuelleborni kelleyi 

(2,5,58). Esta infecção parasitária é zoonótica e rara em humanos, com os primeiros casos de 

infecção relatados na Zâmbia (59). No entanto, em regiões onde há contato frequente entre 

humanos e primatas, a zoonose pode ser um potencial problema de saúde pública (40). 

Estima-se que entre 30 a 100 milhões de pessoas estejam infectadas com Strongyloides em 

todo o mundo (1,55). No entanto, a prevalência é subestimada devido à baixa sensibilidade 

dos métodos de diagnóstico utilizados. A estimativa mais precisa aponta para cerca de 300 

milhões de pessoas infectadas (4,20,60,61), sendo possível classificar a prevalência em três 

categorias: esporádica (< 1%), endêmica (1 – 5%) e hiperendêmica (> 5%) (62). 

Estudos epidemiológicos de base populacional são escassos e a maioria dos dados 

provém de trabalhos em grupos restritos tais como creches, hospitais e bairros, o que dificulta 

estimativas acuradas. No entanto, em áreas onde o solo é úmido e existe a disposição 

inadequada de resíduos humanos, como na África Ocidental, Caribe, Sudeste da Ásia, regiões 

tropicais do Brasil, Camboja e regiões temperadas da Espanha, as taxas de prevalência da 

estrongiloidíase são bastante elevadas (63). Na África, a prevalência varia de 0,1% na África 

Central a 91,8% no Gabon. No Sudeste Asiático, muitos países possuem altas taxas de 

infecção, sendo as maiores registradas na Malásia (35,9%) e as menores no Vietnam (0,1%). 

Camboja, China, Indonesia, República Democrática Popular Lau e Tailândia apresentam uma 

frequência variando de 6 a 30% (64).  Focos da infecção já foram registrados em regiões de 

clima temperado, como Japão, Itália, Austrália e Estados Unidos da América (EUA) (4,5). Em 

países desenvolvidos, a população em risco é composta, principalmente, por imigrantes, 

refugiados, veteranos de guerra, turistas, pacientes imunocomprometidos e fazendeiros (4,38). 

Em um estudo conduzido na Itália com imigrantes e nativos, a frequência encontrada foi de 

5% (65). No Japão, a infecção é endêmica na ilha de Okinawa, onde há muito tempo foram 

identificados níveis elevados em associação com a infecção pelo HTLV-1, com prevalência 

entre 13,6 a 18,7% (4). 

Na América do Sul, estudos independentes realizados na Amazônia Peruana, 

demonstraram elevadas prevalências de S. stercoralis, variando de 6,6 a 19,5% (66–68). As 

maiores frequências na América do Sul foram identificadas na Argentina, com taxas que 
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variam de 22 a 50% (69–71). No equador, foi encontrada uma frequência variando de 0,7 a 

24%, a depender da região e população estudada (68,72–74). Em uma revisão de literatura 

sobre a prevalência da infecção por S. stercoralis na América Latina, Buofrante e 

colaboradores apontaram que a prevalência no Chile, Venezuela, Colômbia e Honduras, varia 

de 2 a 24%. Os estudos de prevalência na Bolívia, Guatemala, México, Nicarágua e Porto 

Rico demonstraram prevalências inferiores a 2% (68).  

No Brasil, as desigualdades sociais aliadas ao processo de urbanização desordenado, 

contribuíram para a precarização das condições de vida de uma grande parcela da população, 

o que reflete na elevada prevalência das parasitoses intestinais (75,76). Uma meta-análise com 

43 estudos realizada por Schär et al. (2013), estimou que a prevalência da infecção por S. 

stercoralis no país é de 10,8%, sendo considerada uma área hiperendêmica (4). Em um estudo 

em Concórdia, Santa Catarina, a prevalência variou de 17 a 28% (77). Em Uberlândia, Minas 

Gerais, a frequência foi de 6,7%, em 180 indivíduos provenientes de uma zona rural (78). Em 

Holambra (São Paulo) e Maceió (Alagoas), a frequência da infecção foi de 11,3%, em 432 

indivíduos, examinados por três métodos parasitológicos diferentes, incluindo a cultura em 

placa de agar (79). Na Bahia, a prevalência da infecção por S. stercoralis pode chegar a 6,6%, 

a depender dos métodos parasitológicos utilizados (33,80).  

Uma alta prevalência foi descrita em indivíduos imunocomprometidos, estimada em 

11,8% entre diferentes grupos (81). Chieffi et al. (2000) demonstraram que em um banco de 

sangue de São Paulo, 12,1% dos 91 doadores infectados pelo HTLV-1 estavam coinfectados 

com S. stercoralis (22). Em Belém (PA) foi encontrada uma prevalência de 14 e 11% nos 

pacientes infectados com o vírus HTLV-1 e 2, respectivamente (23). Em Salvador (BA), que 

apresenta umas das maiores prevalências da infecção por HTLV-1 do Brasil, a frequência de 

Strongyloides foi de 15,7% num grupo de 150 doadores de sangue infectados com o vírus 

(82). Na mesma cidade, a frequência da infecção por S. stercoralis em pacientes com lúpus 

foi de 1,3%, usando métodos parasitológicos (26). Em Porto Alegre (RS), de 16 pacientes 

adultos transplantados sintomáticos, 11 estavam infectados com S. stercoralis, dentre estes, 

três casos apresentaram hiperinfecção, incluindo um óbito (83). Em outro estudo realizado no 

Hospital de Clínicas de Porto Alegre, em pacientes em tratamento de neoplasias 

hematológicas e sem terapia anti-helmíntica profilática, a prevalência de S. stercoralis foi 

8,3% (84). No Rio de Janeiro, a frequência da infecção neste grupo de pacientes variou de 13 

a 21 % (85,86).  

Devido à natureza complexa da infecção por S. stercoralis, o diagnóstico precoce e a 

profilaxia do parasito devem ser metas da saúde pública (38). Em 2005, reconhecendo a 



25 

 

elevada prevalência da infecção no país, o governo brasileiro incluiu a estrongiloidíase no 

“Plano Nacional de Vigilância e Controle das Enteroparasitoses” e em 2007, no Programa de 

Aceleração do Crescimento (PAC), programas que executam ações de saneamento básico, 

objetivando a melhoria da qualidade de vida da população (81). Mesmo assim, a 

estrongiloidíase continua a ser um problema de saúde pública no país. A presença das 

comorbidades e o risco de desenvolvimento dos quadros graves, reforça a necessidade de 

estudos que tenham por objetivo compreender os mecanismos de controle da infecção 

baseados na resposta imune contra o parasito. 

 

2.1.3 Resposta imune 

Apesar da importância da infecção por S. stercoralis para a saúde pública e de seu 

potencial em desenvolver quadros graves, existem poucos estudos na literatura que avaliem a 

resposta imune dos hospedeiros frente a infecção por este parasito. A preservação da resposta 

Th2 no hospedeiro humano geralmente está associada a um bom prognóstico e alta eficácia do 

tratamento anti-helmíntico. Anuradha e colaboradores (2016) demonstraram um aumento da 

frequência de células Th2 mono e bifuncionais, em pacientes infectados com S. stercoralis 

tanto em homeostase quando após a estimulação com antígeno (87), sendo estas alterações 

celulares revertidas após o tratamento. Em outro estudo, os mesmos autores demonstram que 

na infecção por S. stercoralis ocorre um aumento da produção de citocinas produzidas pelas 

células Th2, incluindo IL-4, IL-5, IL-9 e IL-13, como também de citocinas produzidas pelas 

células T regulatórias, IL-10 e TGF-β (88), sendo IL-10 a principal citocina na regulação das 

células Th1, Th2 e Th17, enquanto que o TGF-β desempenha um papel mais discreto na 

modulação das células Th1 e Th17 apenas. Esta dicotomia na regulação da resposta imune 

pelas citocinas reguladoras centrais pode refletir em diferentes fontes de produção ou modos 

de ação (87). Além disso, em 2016 foi demonstrado o aumento dos níveis de outras citocinas 

anti-inflamatórias, a IL-27 e a IL-37, com reversão significativa após a terapia (88). A 

principal função da IL-27 é suprimir a produção de IL-2 e regular negativamente a resposta 

Th17 (89). A IL-37 pertence à família de citocinas IL-1, mas, ao contrário dos outros 

membros desta família, desempenha uma função anti-inflamatória (90). 

As interleucinas IL-4 e IL-5 estimulam a produção de IgE, que por sua vez induz a 

degranulação de mastócitos e secreção de muco pelas células caliciformes (14). A ação do 

muco em conjunto com a peristalse induzida por IL-4 e IL-13 facilita a expulsão do helminto, 

enquanto os grânulos tóxicos liberados pelos mastócitos atuam causando danos diretos ao 

parasito (91). A IL-13 também desempenha um papel importante na fibrose e na cicatrização 
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de feridas, ajudando a curar o dano tecidual causado pela migração do nematódeo (92). IL-4 e 

IL-5 também promovem a ativação de eosinófilos, que desempenha um papel crucial na 

defesa do hospedeiro. Os eosinófilos estão envolvidos diretamente na resposta imune inata, 

além de atuarem também na resposta imune adaptativa (14,93,94). Eles agem como células 

apresentadoras de antígeno, aumentam a produção de citocinas Th2 (incluindo IL-4 e IL-5) e 

a produção de anticorpos específicos (9,93,95). Além disso, a degranulação de eosinófilos e 

liberação de moléculas tóxicas na superfície do helminto através da citotoxicidade celular 

dependente de anticorpos (ADCC) induzem a morte do parasito. Apesar de ser um achado 

comum em todas as infecções helmínticas, em pacientes infectados com S. stercoralis, a 

eosinofilia é mais frequente, devido ao habitat das fêmeas partenogenéticas, na submucosa 

intestinal e não no lúmen, o que resulta em um estímulo direto da resposta imune do 

hospedeiro (96,97). Aproximadamente 75% dos pacientes com estrongiloidíase crônica 

apresentam níveis elevados de eosinófilos ou IgE e sua ausência pode indicar um prognóstico 

ruim, particularmente em pacientes imunocomprometidos (98). 

 Estudos recentes mostram um novo subtipo de células TCD4+, as células Th9 (99). 

Esse subtipo celular é desenvolvido sob a estimulação de IL-4 e TGF-β e produz IL-9 e/ou IL-

10 (100,101). A IL-9 estimula o crescimento, a proliferação e a sobrevivência das células T, 

aumenta a produção de IgE, promove a proliferação e diferenciação de mastócitos e 

progenitores hematopoiéticos e induz a secreção de muco e quimiocinas por células epiteliais 

da mucosa (99,99), sendo uma citocina importante em infecções da mucosa. Anuradha e cols. 

(2016) demonstraram um aumento antígeno-específico da frequência de células Th9 e Th2 

produtoras de IL-9 em pacientes infectados com S. stercoralis (99). Ainda estes autores 

observaram que a IL-10 e o TGFβ parecem desempenhar um papel importante na regulação 

da expansão das células Th9. No entanto, existem poucos dados sobre o padrão de expressão 

dessas células nos seres humanos e seu papel na defesa contra as infecções helmínticas. 

O Strongyloides também pode estimular células Treg, um mecanismo de escape do 

parasito que suprime a resposta imune protetora do tipo Th2, deixando o indivíduo mais 

susceptível à infecção (102). Este fato é corroborado por estudos em indivíduos coinfectados 

com HTLV-1, que apresentam um nível elevado de citocinas Treg (103). Em um estudo em 

humanos, o aumento da expressão das células Treg em indivíduos coinfectados com HTLV-1 

e S. stercoralis foi inversamente proporcional ao nível de IL-5 (12). Em um trabalho recente 

publicado por Ribeiro e cols., (2017) foi observada uma elevação da frequência de células 

Treg em pacientes infectados com S. stercoralis (104). Estudos com outros helmintos 

demonstram que as células Treg promovem a sobrevivência do parasito (105,106). 



27 

 

Indivíduos com estrongiloidíase desenvolvem anticorpos específicos dos isotipos IgG, 

IgE, IgM e IgA (16,17,107–109). A infecção induz uma rápida produção de anticorpos anti-S. 

stercoralis circulantes das classes IgE, IgG1, IgG2 e IgG3, seguido por um aumento nos 

níveis de IgG4, semanas ou meses após a infecção  (55,110). Os títulos de IgG são notados 

duas semanas após a infecção, com um pico em torno da sexta semana, sendo a 

imunoglobulina alvo na maioria dos métodos de diagnóstico imunológicos (55,110). O habitat 

do parasito sugere que ele também estimule uma resposta local de anticorpos da classe IgA, 

detectáveis em amostras biológicas, como soro e saliva. A IgA é a segunda imunoglobulina 

sérica mais frequente, sendo a mais abundante nas mucosas e secreções (108,109,111,112). 

Na infecção por S. stercoralis, o IgA, possivelmente, inibe a fecundidade da fêmea 

partenogenética e a viabilidade dos ovos, limitando a quantidade de larvas eliminadas nas 

fezes (16,113). Os anticorpos da classe IgE se ligam aos receptores das células efetoras, 

especialmente mastócitos e basófilos, e induzem a degranulação e a liberação de mediadores 

inflamatórios, que levam à morte e à expulsão do verme adulto. Além disso, os mastócitos 

também liberam proteoglicanos, que estimulam a contração e dificultam o estabelecimento do 

parasito no epitélio intestinal (114–116). Por outro lado, IgE e IgG4 possuem como alvo de 

ligação os  mesmo epitopos e assim  o IgG4  pode atuar bloqueando a resposta mediada pela 

IgE (5,16). 

Vários estudos sugerem que a capacidade dos helmintos de expressar e secretar 

moléculas imunorreguladoras para suprimir a resposta imune do hospedeiro lhes confere 

também a habilidade de modular a resposta imune contra outras infecções e morbidades, tais 

como doenças alérgicas e autoimunes (117–121). Existem poucos estudos avaliando a 

imunomodulaçâo em hospedeiros coinfectados com S. stercoralis e outros patógenos. Em 

estudos publicados recentemente, indivíduos coinfectados com S. stercoralis e Micobacterium 

tuberculosis apresentaram uma alteração da resposta imune contra a bactéria (122–125). No 

entanto, estes dados são apenas preliminares e mais estudos são necessários para avaliar a 

resposta imune contra o S. stercoralis e seu efeito em doenças crônicas subjacentes.  

 

2.1.4 Quadro clínico 

De forma geral, a estrongiloidíase pode ser dividida em (1) aguda, (2) crônica e (3) 

severa, sendo esta última subdividida em hiperinfecção e disseminação. Na maioria dos 

pacientes (cerca de 60%), a estrongiloidíase cursa de forma assintomática ou 

oligossintomática, com potencial de evoluir para as formas graves de hiperinfecção e/ou 

disseminação em indivíduos imunocomprometidos (19). Na estrongiloidíase aguda, as 
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manifestações estão associadas à migração das larvas (5).  No local da penetração pode haver 

irritação, seguida de edema e urticária. A passagem das larvas pelo pulmão pode desencadear 

bronquite, tosse seca, irritação traqueal e broncoespasmo (similar à síndrome de Leoffler), dor 

no peito, dispneia e hemoptise. Após o estabelecimento do parasito no intestino delgado, a 

infecção pode evoluir para um quadro crônico, que geralmente é assintomático. Quando 

ocorrem sintomas, estes geralmente estão confinados no trato gastrointestinal e respiratório e 

o indivíduo pode cursar com diarreia, dor abdominal, flatulência, síndrome de má absorção, 

perda de peso e, ocasionalmente, sangramento intestinal e obstrução do intestino delgado 

(estrongiloidíase intestinal). Quando presentes, as manifestações pulmonares variam de tosse 

seca e broncoespasmo (similar à síndrome de Leoffler) à dor no peito, dispneia e hemoptise. 

Casos mais graves podem desenvolver síndrome do desconforto respiratório do adulto (136). 

Manifestações dermatológicas tais como urticária, petéquias, erupções e larva currens 

também podem ocorrer (3). Manifestações incomuns tais como artrite (126), síndrome 

nefrótica (127), má absorção crônica (128), obstrução duodenal (129) e lesões hepáticas 

focais (130) já foram reportadas.  

Em qualquer momento da infecção crônica, que pode durar décadas, o indivíduo pode 

evoluir para quadros graves de hiperinfecção e/ou disseminação. A hiperinfecção pode ser 

considerada uma forma grave de autoinfecção (20). A diferença entre hiperinfecção e 

autoinfecção é quantitativa e não está bem estabelecida. No entanto, a síndrome da 

hiperinfecção implica a presença de sinais e sintomas atribuíveis ao aumento do número de 

larvas e sua migração (5). Os sintomas gastrointestinais e cardiopulmonares são exarcebados. 

No entanto, alguns indivíduos podem permanecer assintomáticos (149). Quando o parasito é 

encontrado em localizações ectópicas, o quadro clinico passa a ser conhecido como 

disseminado. Os órgãos aos quais as larvas habitualmente alcançam são os linfonodos 

mesentéricos, a vesícula biliar, o fígado, o diafragma, o coração, o pâncreas, os músculos 

esqueléticos, os rins, os ovários e o cérebro (5,13). O grande número de larvas penetrando a 

parede intestinal pode carrear bactérias aderidas às suas superfícies, resultando em bacteremia 

polimicrobiana, sepse, meningite e morte (20). Comumente, os quadros severos da 

estrongiloidíase estão associados ao comprometimento da resposta imune do hospedeiro, 

especialmente a resposta Th2, podendo ser de origem iatrogênica, devido à ingestão de 

medicamentos imunossupressores (tais como glicocorticoides) ou subjacentes a uma doença 

secundária, como coinfecção com o vírus HLTV-1, diferentes tipos de câncer, transplante de 

órgãos, desnutrição, diabetes mellitus, doença pulmonar obstrutiva crônica, insuficiência renal 

e alcoolismo. A estrongiloidíase severa apresenta uma elevada mortalidade, com estimativas 
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superiores a 50%, mas que podem alcançar de 85 a 100%, o que geralmente está associada a 

um diagnóstico tardio e tratamento inadequado (13,132–135). 
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2.1.5 Comorbidade entre a estrongiloidíase e o alcoolismo 

O uso de bebidas alcoólicas tem sido parte integral de muitas culturas através dos 

séculos. Com o passar dos anos e o desenvolvimento tecnológico, novos modelos de 

produção, distribuição e promoção de bebidas alcoólicas levou a uma mudança no padrão de 

consumo da população (136). Os danos causados pelo álcool estão entre os cinco maiores 

fatores de risco para doenças, incapacidade e morte no mundo. Cerca de 5% da carga global 

de doenças e lesões são atribuídas ao álcool. Na América Latina, o consumo de álcool é 

superior ao resto do mundo. Em 2012, o álcool levou a aproximadamente um óbito a cada 100 

segundos, contribuindo para mais de 300.000 mortes na região (137). A dependência de álcool 

(também conhecida como alcoolismo ou síndrome de dependência de álcool) é definida como 

um conjunto de fenômenos comportamentais, cognitivos e fisiológicos que se desenvolvem 

após o uso repetido de álcool e que, tipicamente, incluem um forte desejo de consumir 

bebidas alcoolicas e a dificuldade em controlar o uso. O indivíduo persiste neste 

comportamento mesmo que traga consequências nocivas à sua saúde ou ao convívio em 

sociedade (136). Não há uma causa definida para o alcoolismo, contudo, vários fatores 

(socioeconômicos e/ou fisiológicos) podem ter um papel no seu desenvolvimento (138). 

Vários estudos demonstraram que o uso crônico de álcool predispõe o indivíduo à 

infecção por S. stercoralis (20). A prevalência da comorbidade é bastante elevada, em torno 

de 20% (27–30). Nos pacientes com cirrose podem chegar a até 40% (30). Marques e 

colaboradores evidenciaram que a frequência da infecção por S. stercoralis é proporcional à 

quantidade de álcool ingerida, com uma frequência de 48% em indivíduos que ingerem acima 

de 450g/dia (28). Um estudo na Costa Rica identificou uma prevalência de S. stercoralis 5 

vezes maior em pacientes alcoolistas do que na população geral (139), o que corrobora os 

achados no Brasil e uma metanálise publicada recentemente, que indica um aumento do risco 

de se adquirir S. stercoralis em pacientes alcoolistas (4). Adedayo e colaboradores relataram 

27 casos de estrongiloidíase disseminada na ilha caribenha da Dominica e confirmaram que o 

alcoolismo foi um fator relevante ao mau prognóstico de infecção (140). 

O alcoolismo crônico tem sido associado a fatores de risco que favorecem a infecção 

por S. stercoralis, tais como práticas de higiene inadequada, desnutrição, alteração da resposta 

imune e redução do trânsito intestinal. A diminuição da mobilidade intestinal permite que a 

larva faça a ecdise da forma rabditoide para a filaróide infectante ainda no interior no 

hospedeiro, favorecendo a autoinfecção (20). Além disso, o etanol ativa o eixo Hipofise-

Pituitaria-Adrenal (HPA), aumentando o nível de cortisol endógeno. A hidrocortisona, ou 

cortisol, é um hormônio corticosteroide produzido pelo córtex das glândulas adrenais e está 
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diretamente envolvido na resposta ao estresse. A interação entre o eixo HPA e o sistema 

imunológico é crucial para a homeostase, a qual em condições de abuso de álcool está 

rompida. Além do mais, os corticosteróides produzem metabólitos que se assemelham a 

hidroxiecdisona, um hormônio ecdisteróide que regula a fertilidade das fêmeas 

partenogenéticas do S. stercoralis e induz a transformação de larvas rabditoides em filarióides 

infectantes, estimulando a autoinfecção (20,21,134). Essa hipótese é confirmada por um 

estudo publicado recentemente por nosso laboratório, onde observou-se que níveis elevados 

de cortisol endógeno em pacientes alcoolistas estão associados ao aumento da carga 

parasitária (27).  

A exposição aguda e/ou crônica ao álcool também pode interferir em vários aspectos 

da resposta imune adaptativa. A intoxicação aguda diminui a capacidade de apresentação de 

antígeno, a diferenciação e a função das células dendríticas - traduzidas por níveis reduzidos 

de CD80 e CD86 nas suas superfícies (essenciais para induzir a ativação de células T) - e a 

diminuição da produção de IL-12 (aspecto crítico para estimular células T CD4 + naïves para 

desenvolver células Th1) (141). Assim, a ingestão aguda de álcool pode inibir a resposta 

imune Th1 (141). O contrário é observado durante o uso crônico, uma vez que a maioria dos 

quadros clínicos decorrentes do uso abusivo de álcool são de origem inflamatória (142–144). 

No entanto, níveis elevados de IgE já foram observados em alcoolistas (145) e outros estudos, 

principalmente em animais, apontam para uma preservação da resposta imune Th2 em 

indivíduos alcoolistas crônicos (146–148). Portanto, estudos adicionais são necessários para 

se esclarecer os mecanismos de resposta imune em indivíduos que fazem uso crônico de 

álcool. O agravamento da infecção por S. stercoralis em indivíduos alcoolistas traz a 

necessidade de se priorizar o diagnóstico preciso da parasitose uma vez que o diagnóstico 

precoce e o tratamento adequado são as formas mais eficazes de se prevenir a estrongiloidíase 

severa. 

  

2.1.6 Diagnóstico 

O diagnóstico da estrongiloidíase é complexo uma vez que a infecção não cursa com 

características clínicas distintivas e os achados laboratoriais e de imagem geralmente se 

revelam inespecíficos. Ao longo dos anos, várias técnicas foram desenvolvidas com o 

objetivo de diagnosticar a infecção por S. stercoralis, tais como os métodos parasitológicos, 

imunológicos e moleculares. Atualmente, o diagnóstico definitivo da infecção por S. 

stercoralis é realizado através da pesquisa das larvas nas fezes (33,149,150).  No entanto, a 

carga parasitária liberada é relativamente baixa e se faz de maneira intermitente, o que torna 
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necessário o exame de várias amostras em dias alternados (34), dificultando o diagnóstico. 

Além disso, a sensibilidade dos métodos parasitológicos pode variar de acordo com uma série 

de outros fatores, tais como a quantidade, a preservação, a manipulação e o processamento 

adequado das amostras (20,151).  

Em busca de um diagnóstico mais sensível, vários métodos parasitológicos foram 

sendo desenvolvidas e /ou modificados. Entre eles, o Baermann-Moraes (BM) (152) é o mais 

utilizado na rotina dos laboratórios clínicos, apesar da cultura em placa de ágar (CPA) (153) 

ser o método mais sensível (33,149). A CPA ainda pode ser utilizada no cultivo das larvas 

para a produção de antígenos, triagem de novos medicamentos in vitro e no estudo da 

organização do parasito (154). No entanto, mesmo sendo o método mais sensível, a CPA 

também depende do encontro das larvas nas fezes, o que nem sempre coincide com a 

realização do exame. Ademais, para a realização deste método, se faz necessário a utilização 

de fezes frescas e sem conservantes, tornando-o logisticamente mais complicado de usar em 

contextos clínicos (155). Além do material fecal, Kishimoto e colaboradores (2008) 

demonstraram que foi possível encontrar larvas de S. stercoralis na biopsia duodenal e 

exames histopatológicos de 71% dos pacientes imunocomprometidos com hiperinfecção 

(156). No entanto, por se tratar de métodos invasivos, são pouco indicados. Em pacientes com 

estrongiloidíase disseminada, larvas podem ser encontradas no fluido broncoaveolar (157), 

liquor (158), urina (159) e biopsia da pele (160). 

Diversos métodos para pesquisa de anticorpos séricos vêm sendo testados. Entre eles, 

a imunofluorescência indireta (IFAT), utilizado na pesquisa de diferentes classes de 

anticorpos; o ensaio imunoenzimático (ELISA), para detecção de antígeno, anticorpos e 

imunocomplexos; e o immunoblotting, que é considerado um dos métodos mais sensíveis e 

especificos no reconhecimento de frações antigênicas por anticorpos circulantes  

(155,161,162). O ELISA é o método mais utilizado pela sua praticidade, facilidade de 

realização e disponibilidade de reagentes. Com uma sensibilidade variando entre 73 a 100%, 

pode ser particularmente útil na exclusão da infecção por S. stercoralis, como parte do 

diagnóstico diferencial (35,37). No entanto, apesar de sua conveniência, o imunodiagnóstico 

apresentam várias limitações, tais como a presença de reação cruzada com outros helmintos, a 

incapacidade de distinguir entre infecção atual e passada e a diminuição da sensibilidade em 

pacientes imunocomprometidos, possivelmente, devido à diminuição da produção de 

anticorpos (5,54). Além disso, estas técnicas são limitadas pela dificuldade na produção de 

antígeno homólogo (37,163,164), uma vez que depende do encontro de pacientes 

hiperinfectados por S. stercoralis (26,27,35). Por esse motivo, o uso de antígenos de outras 
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espécies de Strongyloides tem facilitado o diagnóstico imunológico da infecção (17,112,165). 

No entanto, para a produção destes antígenos heterólogos é necessária a manutência de 

animais experimentais infectados, o que restringe sua produção apenas a laboratórios que 

possuam a infra-estrutura necessária. Para superar as restrições impostas pela dificuldade na 

produção de antígenos brutos, grupos de pesquisa têm buscado a produção e padronização de 

antígenos recombinantes e os resultados preliminares mostram uma boa sensibilidade e 

especificidade (166,167). Atualmente estão disponíveis dois kits comerciais para diagnóstico 

da infecção por S. stercoralis no mercado: Bordier-ELISA, com antígeno de S. ratti (Bordier 

Affinity Products) e IVD-ELISA com antígeno de S. stercoralis (IVD Research, Carlsbad, 

CA, EUA) (54).  

Apesar das elevadas sensibilidade e especificidade, poucos estudos avaliam o 

immunoblotting no imunodiagnóstico da infecção por S. stercoralis. Silva et al. (2003) (162) 

demonstraram que 96% dos soros de pacientes com estrongiloidíase reconheceram antígenos 

imunodominantes de Strongyloides ratti.  Sato et al. (1990) (113) revelaram quatro bandas do 

antígeno  com pesos moleculares de 97, 66, 41 e 26 kDa (167). Outras moléculas 

imunodominantes, variando de 26 a 38 kDa  também foram encontradas (167,168). No 

entanto, nenhum consenso na literatura foi alcançado em relação aos padrões de 

reconhecimento de moléculas capazes de realizar o diagnóstico.  

Novos métodos, como a Imunoprecipitação de luciferase com base em antígenos 

recombinantes, demonstraram sensibilidades de até 100% e representam uma alternativa 

promissora (3). Outras opções incluem a reação em cadeia da polímeras (PCR) e os ensaios 

para detecção de coproantígenos. O PCR para pesquisa de parasitos intestinais, incluindo 

Strongyloides stercoralis, tem sido cada vez mais utilizado, demonstrando elevadas 

sensibilidade e especificidade (3). No entanto, é limitado pela presença de proteases nas fezes 

e pelo alto custo (169). O ensaio de amplificação isotérmica de DNA mediada por loop 

(LAMP) é uma técnica molecular que realiza amplificações altamente específicas e sensíveis 

e foi utilizado em estudos preliminares para a detecção de S. stercoralis, demonstrando bons 

resultados (170). Este método usa reagentes estáveis, é simples de realizar e não requer uma 

infraestrutura complexa, além de representar uma técnica nova para o diagnóstico rápido e 

confiável em áreas com pouco recurso (171). O ELISA para pesquisa de coproantígenos tem 

sido pouco reportado na literatura (172,173) e envolve a produção de anticorpos monoclonais, 

que só estão disponíveis em poucos centros de pesquisa. No entanto, uma vez padronizado e 

validado, pode representar uma alternativa útil para o diagnóstico (54). Dessa forma, se 
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implementadas de forma eficaz, essas novas tecnologias certamente podem aperfeiçoar o 

diagnóstico da infecção pelo S. stercoralis no futuro (3). 

O ELISA para a detecção de outros isotipos de anticorpos, além do IgG, também tem 

sido utilizado no diagnóstico da estrongiloidíase. No IgE-ELISA há uma diminuição no nível 

de reações cruzadas, no entanto, a sensibilidade também diminui (174). Além disso, nas 

coinfecções pelo S. stercoralis e HTLV, a pesquisa de IgE específico, na maioria dos 

pacientes, é negativa. Isso se deve ao fato da infecção pelo HTLV-1 suprimir a produção de 

IgE (15). O IgA-ELISA pode ser uma opção particularmente útil em pacientes  sem excreção 

de larvas nas fezes (111), uma vez que a imunomodulação da IgA durante as infecções pode 

levar a resultados parasitológicos negativos (16). Além disso, por se tratar de um anticorpo de 

mucosa, presente em secreções, o IgA pode ser pesquisado em outras amostras biológicas, tais 

como saliva e leite materno, que demandam uma coleta menos invasiva (108,111,175). 

Apesar dos vários métodos disponíveis, as suas limitações tornam a estrongiloidíase 

uma helmintíase subdiagnosticada. Uma alternativa em potencial, utilizada por muitos 

médicos, é o tratamento profilático (164). Esta é uma ferramenta que deve ser utilizada com 

bastante cautela, uma vez que reações adversas e resistência ao tratamento podem ocorrer e o 

custo-benefício desta abordagem ainda não foi devidamente avaliado (54,164). No entanto, o 

tratamento presuntivo é justificado se ferramentas de diagnóstico de alta sensibilidade não 

estiverem disponíveis ou, mesmo quando disponíveis, em caso de resultados negativos em 

pacientes imunocomprometidos com suspeita diagnóstica, quando outras causas forem 

excluídas.  

 

2.1.7 Tratamento 

O tratamento das geohelmintiases em áreas endémicas é desafiador em decorrência do 

desenvolvimento de resistência e à possibilidade de reinfecção. A estrongiloidíase é uma das 

parasitoses mais difíceis de se tratar devido a habilidade única de autoinfecção do parasito 

(38). Além disso, a eficiência do tratamento depende de vários fatores, tais como o sistema 

imune do hospedeiro, a presença de coinfecção com o HTLV-1 e doenças gastrointestinais 

(38,82,176). A maioria dos fármacos atua em doses relativamente pequenas e de forma 

seletiva nas vias biológicas e metabólicas da fêmea partenogenética. No entanto, a eficácia de 

muitos desses anti-helmínticos em larvas é baixa. Durante muitos anos, os benzimidazóis 

foram os fármacos de primeira escolha no tratamento da estrongiloidíase. O albendazol tem 

uma alta capacidade de ligação às beta-tubilinas livres das células parasitárias, inibindo sua 

polimerização e resultando na perda dos microtúbulos citoplamáticos e diminuição da 
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produção de ATP, o que leva a depleção da energia, imobilização e morte do verme adulto 

(3). O mebendazol inibe a formação dos microtúbulos e a captação de glicose nos vermes 

adultos. Estes medicamentos afetam a fêmea partenogenética e inviabilizam ovos e larvas (3). 

No entanto, ambos os fármacos mostram uma grande variabilidade de eficácia, o que limita o 

seu uso (177–180). O tiabendazol foi muito utilizado, mas a alta incidência de efeitos 

adversos levou a sua descontinuação no tratamento da estrongiloidíase (177,181). 

Atualmente o fármaco de escolha para a infecção por S. stercoralis é a ivermectina 

oral (200 μg/kg/dia, por 2 dias), uma vez que este medicamento atua nas formas adultas e 

larvar do Strongyloides (133,163,180,181). A ivermectina é uma lactona macrocíclica 

semissintética derivada da avermectina B, substância que ocorre naturalmente a partir da 

fermentação do Streptomyces avermitilis, e liga-se seletivamente a determinados canais 

iônicos, aumentando a permeabilidade da membrana celular, levando a hiperpolarização, 

paralisia e morte celular do parasito (3). Métodos alternativos de administração de 

ivermectina podem ser considerados, especialmente quando os pacientes estão 

impossibilitados de utilizar a medicação por via oral. Estas incluem as vias retal, subcutânea e 

intravenosa (134,182–184). As taxas de erradicação com ivermectina, em muitos ensaios 

clínicos, mostraram resultados notáveis e um nível de cura de até 97%, com um regime 

terapêutico de 2 dias consecutivos para pacientes assintomáticos (177,178,185). As reações 

adversas após o tratamento com ivermectina são consideradas raras, leves, transitórias, bem 

tolerada e não duram mais do que 24 a 48 horas, não exigindo descontinuação da terapia 

(179,186,187). No entanto, seu uso é limitado em algumas áreas, onde não há liberação para 

aplicação em seres humanos, tais como Paquistão, Romênia, Taiwan, Israel e Kuwait (18). 

A síndrome de hiperinfecção deve ser considerada uma emergência médica potencial. 

Assim, o tratamento deve ser iniciado imediatamente (5). Se o paciente estiver em uso de 

imunossupressores, sua redução deve ser considerada. Mas, obviamente, deve-se avaliar o 

custo-benefício a longo prazo, tendo em vista a condição subjacente. Além disso, o 

diagnóstico nos membros da família e o uso de medidas profiláticas para prevenir a 

propagação da infecção devem ser adotadas (188). O acompanhamento do tratamento é 

essencial, no entanto, é um processo dificultado pela baixa sensibilidade dos métodos 

parasitológicos, uma vez que o tratamento parcialmente eficaz pode reduzir o número de 

larvas nas fezes, mas não erradicar a infecção, necessitando de métodos altamente sensíveis 

para detectar a falha do tratamento (21,164). Ademais, a reinfecção deve ser levada em 

consideração nos países endêmicos. Um acompanhamento combinando métodos sorológicos e 
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parasitológicos, seis a doze meses após o tratamento, é o mais recomendado para avaliar a 

cura em pacientes infectados com S. stercoralis (54).  

A existência de dois ciclos evolutivos, da autoinfecção e da rápida evolução para as 

formas graves tornam o S. stercoralis um tema de pesquisa particularmente importante para 

estudo e investigação, principalmente do diagnóstico e características clinicas, imunológicas e 

epidemiológicas, especialmente em pacientes que fazem parte dos grupos de risco, como os 

indivíduos alcoolistas. O consumo crônico de álcool leva a alterações orgânicas em diversos 

sistemas, deixando o indivíduo mais susceptível a diversas comorbidades. No entanto, 

existem poucos estudos na literatura que avaliem essa associação na saúde do hospedeiro. 

Portanto, a realização de trabalhos que avaliem a estrongiloidíase em alcoolistas é de 

fundamental importância para a saúde pública, de forma que novas estratégias de diagnóstico, 

tratamento, prevenção e controle possam ser adotados.  
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CAPÍTULO 3 
AVALIAÇÃO DO IMMUNOBLOTTING PARA DIAGNÓSTICO DA 

INFECÇÃO POR Strongyloides stercoralis
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RESUMO 

Introdução. A infecção por Strongyloides stercoralis cursa de forma crônica e 

assintomática na maioria dos indivíduos. No entanto, em pacientes 

imunocomprometidos, como por exemplo os alcoolistas, a infecção pode se desenvolver 

para os quadros graves de hiperinfecção e disseminação. Desta forma, o seu diagnóstico 

e monitoramento devem ser priorizados.  Os métodos parasitológicos, os quais são os 

mais utilizados, possuem baixas sensibilidades e uma série de outras limitações. O 

imunodiagnóstico, através do ELISA, é um dos métodos mais utilizados. No entanto, 

estudos demonstram que o immunoblotting é o método mais sensível e específico, 

porém ainda não foi definido um padrão de moléculas imunorreativas a serem utilizadas 

no diagnóstico da estrongiloidíase. Além do mais, todos os métodos de 

imunodiagnóstico são limitados pela dificuldade na produção de antígenos e pela 

presença de reações cruzadas.  Objetivo. Avaliar a imunorreatividade dos anticorpos 

circulantes IgG e IgA1 em pacientes alcoolistas infectados com S. stercoralis à 

antígenos brutos solúveis de S. stercoralis e de S. venezuelensis, de membrana de S. 

venezuelensis e aos antígenos recombinantes, NIE e SsIR, através do immunoblotting.   

Materiais e Métodos. Foram selecionados 50 soros de pacientes alcoolistas atendidos 

no Centro de Acolhimento e Tratamento de Alcoolistas (CATA), sendo 20 

monoparasitados com S. stercoralis, 15 infectados com outros helmintos intestinais e 15 

com três amostras de fezes negativas, avaliadas em dias alternados, por três métodos 

diferentes. A imunorreatividade aos isotipos de anticorpos IgG e IgA1 foi avaliada com 

os antígenos solúveis de S. stercoralis (SsS) e S. venezuelensis (SvS), de membrana de 

S. venezuelensis (SvM) e com os antígenos recombinantes NIE e SsIR. Apenas as 

bandas com sensibilidade e especificidade superiores a 70% foram consideradas para o 

diagnóstico. Resultados. A imunorreatividade do immunoblotting variou de acordo 

com o isotipo do anticorpo pesquisado e dos antígenos utilizados. O antígeno de 

membrana de S. venezuelensis demonstrou sensibilidades de 100% (20/20) na pesquisa 

de anticorpos das classes IgG e IgA1 e especificidades de 90 (27/30) e 93% (28/30), 

respectivamente, demonstrando melhor aplicabilidade diagnostica. Os antígenos SsS e 

SvS demonstraram sensibilidade e especificidade similares quando marcados tanto com 

IgG quanto com IgA1, sendo inferiores ao SvM para ambos os anticorpos. Os antígenos 

recombinantes NIE e SsIR demonstraram baixas especificidades, com elevado número 

de reações cruzadas para IgG e IgA1, sendo o SsIR o recombinante com maior número, 

87% (13/15), para ambos os anticorpos. A reatividade aos anticorpos IgG e IgA1 frente 

aos diferentes preparados antigênicos demonstrou bandas com um peso molecular 

variando de 7 a 170 kDa e 14 a 170 kDa, respectivamente. No SsS, a única banda com 

mais de 70% de ambas sensibilidade e especificidade tanto para o IgG quanto para o 

IgA1 foi a de 26 kDa. Tanto no SvS quanto no SvM, foi observado um número maior de 

bandas em comparação ao SsS. As bandas de 26 e 75 kDa do SvM quando marcadas 
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com IgG apresentaram as mesmas sensibilidades e especificidades de 100 e 90%, 

respectivamente. Para marcação com IgA1 apresentaram sensibilidades e 

especificidades de 100 e 95% e 97 e 93% respectivamente.  Os dados demonstram que a 

banda de 26 kDa marcada para o IgA1 demonstrou maior especificidade e a menor 

diferença entre sensibilidade e especificidade.  Conclusão. Neste trabalho foi 

demonstrado que o antígeno de membrana de S. venezuelensis apresentou melhor 

aplicabilidade para o diagnóstico da infecção por S. stercoralis através do 

immunoblotting e que a pesquisa de anticorpos IgA1 apresenta melhor especificidade 

que a pesquisa de IgG, evidenciando que as moléculas na faixa de 17, 26, 75 e 90 kDa 

do antígeno de membrana do S. venezuelensis podem ser usadas como padrões no 

diagnóstico da estrongiloidíase, além de serem potenciais candidatas para o 

desenvolvimento de uma proteína recombinante. Além disso, foi observado que os 

antígenos recombinantes NIE e SsIR apresentaram uma elevada frequência de reações 

cruzadas, levantando a necessidade do desenvolvimento de antígenos recombinantes 

voltados para o diagnóstico da estrongiloidíase em áreas endêmicas. 

Palavras chave:  Strongyloides stercoralis, alcoolistas, diagnóstico, immunoblotting.
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ABSTRACT 

Introduction. The majority of individuals infected with Strongyloides stercoralis are 

asymptomatic. However, in immunocompromised patients, such as alcoholics, the 

infection can develop in to severe cases of hyperinfection and dissemination, thus the 

infection diagnosis and monitoring should be priorities. S. stercoralis infection 

diagnosis is mainly performed through parasitological methods, which have low 

sensitivity and a number of other limitations. Immunodiagnosis is an alternative of high 

sensitivity and specificity. Although the ELISA for antibody screening is the most used, 

studies show that immunoblotting is more sensitive and specific, but it does not yet have 

a defined molecular pattern for diagnosis. Furthermore, all immunodiagnostic methods 

are limited by the difficulty in producing the homologous antigen and by the presence 

of cross-reactions. Aim. To evaluate the immunoreactivity of circulating antibodies IgG 

and IgA1 in alcoholic patients infected with S. stercoralis to S. stercoralis and S. 

venezuelensis crude antigens and NIE and SsIR recombinants antigens through 

immunoblotting. Materials and methods. There were selected 50 sera from alcoholic 

patients attended at the Centro de Acolhimento e Tratamento de Alcoolistas (CATA), 

20 were monoparasitised with S. stercoralis, 15 were infected with other intestinal 

helminths and 15 presented three negative stool samples, evaluated on alternate days, by 

three different methods. IgG and IgA1 immunoreactivity were evaluated with S. 

stercoralis (SsS) and S. venezuelensis (SvS) soluble antigens, S. venezuelensis 

membrane antigen (SvM) and combined NIE and SsIR recombinant antigens. Only 

bands with sensitivity and specificity greater than 70% were considered for diagnosis. 

Results. The immunoblotting immunoreactivity varied according to the antibody 

isotype and antigens used. S. venezuelensis membrane antigen demonstrated sensitivity 

of 100% (20/20) in both IgG and IgA1 antibody tests and specificities of 90 (27/30) and 

93% (28/30), respectively, demonstrating better diagnostic applicability. SsS and SvS 

demonstrated similar sensitivity and specificity when tested to IgG and IgA1, being 

lower than SvM for both antibodies. The recombinant antigens demonstrated low 

specificities, with a high number of cross-reactions. SsIR was the recombinant with the 

greatest number of cross-reactions, 86.7% (13/15), for both IgG and IgA1. IgG and 

IgA1 reactivity to the different antigenic preparations presented bands with a molecular 

weight ranging from 7 to 170 kDa and 14 to 170 kDa, respectively. In SsS, the only 

band with more than 70% of both sensitivity and specificity to both IgG and IgA1 was 

at 26 kDa. In both SvS and SvM, a greater number of bands were observed for IgG and 

IgA1 compared to SsS. The 26 and 75 kDa SvM bands showed the same sensitivities 

and specificities of 100 and 90%, respectively, for IgG. For IgA1, they had sensitivity 

and specificities of 100 and 95% and 97 and 93%, respectively. The data demonstrate 

that the 26 kDa band for IgA1 demonstrated greater specificity and the smaller 

difference between sensitivity and specificity. Conclusion. In this work, it was 

demonstrated that S. venezuelensis membrane antigen presented better applicability for 
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S. stercoralis infection diagnosis through immunoblotting and that the IgA1 antibody 

test has a better specificity than the IgG test, evidencing the 26 and 75 kDa S. 

venezuelensis membrane antigen bands as potential candidates for  recombinant protein 

development. In addition, it was observed that the recombinants antigens NIE and SsIR 

presented a high cross-reaction frequency, raising the need for recombinant antigens 

development for strongyloidiasis diagnosis in endemic areas. 

Key words: Strongyloides stercoralis, alcoholics, diagnosis, immunoblotting.
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3.1 INTRODUÇÃO 

A  infecção por S. stercoralis apresenta uma ampla distribuição geográfica 

mundial, sendo mais frequente em países de clima tropical, principalmente onde há 

condições de saneamento básico precárias (20). Geralmente, a  infecção cursa de forma 

crônica e assintomática, com uma carga parasitária baixa, o que dificulta o diagnóstico 

parasitológico (189,190). Mesmo utilizando os métodos mais sensíveis, como a Cultura 

em Placa de Agar e o Baermann-Moraes, as larvas podem não ser encontradas, uma vez 

que a liberação das mesmas ocorre de maneira intermitente, sendo necessário a análise 

de várias amostras de fezes (20,151). Um estudo recentemente publicado por nosso 

laboratório demonstrou uma correlação positiva entre a carga parasitária, o número de 

amostras examinadas e a sensibilidade dos  métodos para pesquisa de larvas nas fezes 

(191) (ANEXO C). Durante a infecção, um desequilíbrio da resposta imune do 

hospedeiro, como acontece no alcoolismo crônico, pode levar ao agravamento da 

infecção e desenvolvimento dos quadros graves de hiperinfecção e/ou disseminação 

(21), que apresentam uma elevada taxa de mortalidade, sendo o diagnóstico precoce a 

principal forma de prevenção (134,192). 

 Nos últimos anos uma serie de métodos sorológicos para o diagnóstico da 

estrongiloidíase têm sido avaliados (164,193). Entre eles, a imunofluorescência indireta 

(IFAT), o ensaio imunoenzimático (ELISA) e o imunoblotting (155,161,162). Embora o 

ELISA para pesquisa de anticorpos seja o método mais utilizado,  o immunoblotting  

tem apresentado maior sensibilidade e especificidade, porém  ainda não tem um padrão 

de moléculas definidas para diagnóstico (113,194–196). A utilização de antígenos 

brutos tanto homólogos quanto heterólogos é um fator limitante, pela dificuldade de 

obtenção e reprodução dos ensaios (166,197,198). Os antígenos recombinantes são uma 

alternativa que independem da presença de indivíduos infectados e permite a produção 

em grande escala (60). Os recombinantes NIE e SsIR, derivados de larvas L3 do S. 

stercoralis, têm sido avaliados no imunodiagnostico da estrongiloidíase utilizando 

ELISA e LIPS em áreas endêmicas, como Argentina e Austrália (60) e ELISA e 

Luminex em áreas não endêmicas, como os Estados Unidos da América (EUA) (166), 

demonstrando elevadas sensibilidades e especificidades, acima de 90%. No entanto, 

ainda carecem de mais estudos em áreas endêmicas com indivíduos 

imunocomprometidos O objetivo deste trabalho foi avaliar a imunorreatividade dos 

anticorpos circulantes IgG e IgA1 de pacientes alcoolistas infectados com S. stercoralis 
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aos antígenos brutos de S. stercoralis e S. venezuelensis e aos antígenos recombinantes 

NIE e SsIR através do immunoblotting.   

  

3.2 MATERIAIS E MÉTODOS 

3.2.1 Casuística 

Foram selecionados 50 pacientes alcoolistas crônicos, do sexo masculino, com 

idade de 24-78 anos, internados durante um período de curta duração (em torno de 20 

dias), no Centro de Acolhimento e Tratamento de Alcoolistas (CATA), das Obras 

Sociais Irmã Dulce (OSID), para desintoxicação alcoólica, no período de 18 de agosto 

de 2015 a 08 de junho de 2017. Entre os 50 pacientes selecionados, 20 estavam 

infectados com Strongyloides stercoralis, 15 monoparasitados com outros helmintos 

intestinais (8 com Schistosoma mansoni e 7 com ancilostomídeos) e 15 com diagnóstico 

parasitológico negativos, em três amostras de fezes, analisadas em dias alternados, 

através de três métodos diferentes. Foram excluídos do estudo os pacientes em uso de 

glicocorticoides e coinfectados com o vírus HTLV-1. 

 O projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da Escola de 

Enfermagem da Universidade Federal da Bahia sob o número 367.464 (ANEXO D). Os 

pacientes foram informados da natureza do estudo e, aqueles que concordaram em 

participar, assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (ANEXO 

E). 

 

3.2.2 Produção de antígeno 

Larvas de S. stercoralis, obtidas a partir de amostras fecais de pacientes 

hiperinfectados, e larvas de S. venezuelensis, recuperadas das fezes de ratos Wistar 

(Rattus norvegicus) (cedidas pelo Departamento de Parasitologia, Universidade de 

Campinas) foram cultivadas em carvão animal e incubadas em estufa a 27º C durante 

cinco e três dias, respectivamente, para obtenção das larvas filarioides. Resumidamente, 

as amostras fecais frescas foram dissolvidas em água destilada e homogeneizadas, em 

seguida foi adicionado carvão animal granulado numa proporção de fezes e carvão de 

1:2. Após a incubação, as larvas filarióides foram recuperadas utilizando o método de 

Rugai (199), lavadas três vezes com tampão fosfato salina a 0,15M, pH 7,2 (PBS) e 

centrifugadas a 1.200 x g, por 7 min, a 4º C. As  larvas foram ressuspensas  em 15 ml de 

hipoclorito de sódio a 0,25% e incubadas  a temperatura ambiente por 5 minutos, após 

os quais foram quantificadas e lavadas novamente,  como na etapa anterior. Seguiu-se a 
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adição dos seguintes inibidores de proteases: EDTA 5mM, fenil-metilsulfonil-fluoreto 

1mM (PMSF, Sigma), TPCK/TLCK 0,05 mM e leupeptina 1 g/mL. As larvas foram 

estocadas a -70º C até o momento do uso.  

Na etapa final de preparação do antígeno, as larvas foram descongeladas e 

sonicadas em ultrassom (Branson Sonifier Cell Disruptor), em ciclos de 1 minuto (com 

descanso de 1 minuto) a 20 kHz, em uma amplitude de 60% (em gelo). A cada 10 ciclos 

o material foi observado ao microscópio até total disruptura das larvas, sendo necessário 

um total de 30 ciclos. O material obtido foi centrifugado a 17.500 x g por 30 minutos, a 

4º C. O sobrenadante foi estocado a -70º C (antígeno solúvel) e o sedimento ressuspenso 

em deoxicolato de sódio 1% (3 mL) e incubado overnight em câmara fria (à 4º C, sob 

agitação). No dia seguinte, o sedimento foi novamente centrifugado a 17.500 x g por 30 

minutos, a 4º C, e o novo sobrenadante (antígeno de membrana) foi coletado e estocado 

a -70º C, após dosagem do seu conteúdo proteico pelo método de Bradford (200). 

Os antígenos recombinantes NIE (167) e SsIR (201), ambos de 26 kDa, foram 

cedidos pelo Laboratório de Doenças Parasitárias do Centers for Disease Control and 

Prevention (CDC), Atlanta, Estados Unidos da América. O NIE foi conjugado a um 

peptídeo de 29 kD, conferindo um peso molecular final de 55 kDa. 

 

3.2.3 Diagnóstico Parasitológico 

Foram realizadas analises de três amostras fecais, em dias alternados,  pelos 

métodos de sedimentação espontânea (202), Baermann-Moraes (152) e Cultura em 

Placa de Agar (203) em todos os pacientes. 

 

3.2.4 SDS-PAGE e immunoblotting 

Inicialmente foi conduzido um estudo piloto com os preparados antigênicos para 

se estabelecer as concentrações do antígeno e as diluições do conjugado, estreptavidina 

e soros. Foram utilizados os antígenos solúveis de S. stercoralis (SsS) e S. venezuelensis 

(SvS), de membrana de S. venezuelensis (SvM) e os recombinantes NIE e SsIR. 

Resumidamente, aos antígenos brutos, em uma concentração de 50 ng/mL, foram 

adicionados 2% de Tracking Dye (Bio-Rad Laboratories, USA) e 1% de SDS, seguido 

de um aquecimento a 65 ºC por 15 minutos, após o qual foi adicionado glicerol a 6% até 

alcançar um volume final de 100 µL. Os antígenos recombinantes NIE e SsIR foram 

utilizados nas concentrações de 1,6 e 6,3 ng/mL, respectivamente. As amostras foram 
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adicionadas ao gel pré-fabricado (Criterion™ TGX™ Precast Gel, Bio-Rad 

Laboratories, USA) e a corrida eletroforética foi realizada em tampão de corrida pré-

fabricado (Tris 2,5 mM, glicina 19,2 mM, SDS a 0,01%, pH 8,3, Bio-Rad Laboratories, 

USA) a 200 V, por 30 min, em temperatura ambiente. Como marcador molecular foi 

utilizado o Precision Plus Protein™ Dual Color (Bio-Rad Laboratories, USA).  

Após a corrida, o gel, a membrana (0,45 µm, Bio-Rad Laboratories, USA) e os 

papeis filtros umedecidos em tampão de transferência semi-seca (tampão de 

transferência Tris/CAPS, metanol 15% e SDS 0,01%, Bio-Rad Laboratories, USA) 

foram montados (dois papeis filtro – membrana – gel – papel filtro) e a transferência foi 

realizada à 25V, por 1 hora (Trans-Blot® SD Semi-Dry Transfer Cell, Bio-Rad 

Laboratories, USA). Em seguida, a membrana foi lavada por 4 vezes, durante 5 

minutos, com PBS-tween 0,3% e cortada em tiras de 4 mm. As tiras foram incubadas 

overnight com os soros diluídos 1:100 em PBS-T 0,3%, leite desnatado 5%, sob 

agitação constante, à 4 ºC. Após lavagem, foram adicionados os conjugados anti-IgG ou 

anti-IgA1 biotinilados diluídos 1:1000 em PBS-T 0,3%, seguida de incubação por 1h, a 

temperatura ambiente. Após lavagem, foi adicionada estreptavidina ligada a peroxidase 

1:2000, seguida de nova incubação por 1 hora a temperatura ambiente. Após outra 

lavagem, as membranas foram reveladas em DAB (3,3'-diaminobenzidine) por 10 

minutos e lavadas 10 vezes com água deionizada. 

 

3.2.5 Análises estatísticas 

A sensibilidade do immunoblotting, para os diferentes antígenos, foi calculada 

utilizando o resultado dos pacientes alcoolistas infectados com S. stercoralis, 

diagnosticados pelo parasitológico de fezes (n=20). A especificidade foi calculada 

somando-se os pacientes monoparasitados com S. mansoni (n=8) e ancilostomídeos 

(n=7) com os controles negativos (n=15), totalizando 30 indivíduos. Já a frequência de 

reações cruzadas foi calculada utilizando os alcoolistas monoparasitados com S. 

mansoni (n=8) e ancilostomídeos (n=7). Apenas as bandas com sensibilidade e 

especificidade superiores a 70% foram consideradas para o diagnóstico. A sensibilidade 

e especificidade dos métodos foram comparadas utilizando o teste de Fisher, sendo 

considerada uma diferença estatisticamente significativa apenas quando o valor de 

p<0,05. 
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3.3 RESULTADOS  

A imunorreatividade do immunoblotting variou de acordo com o isotipo do 

anticorpo pesquisado e dos antígenos utilizados. As sensibilidades e especificidades, 

além das reações cruzadas, estão demonstradas na Tabela 1. As bandas encontradas, 

bem como suas sensibilidades e especificidades quando marcadas com IgG e IgA1 estão 

demonstradas na Tabela 2.  O antígeno de membrana do S. venezuelensis demonstrou 

sensibilidades de 100% (20/20) na pesquisa de anticorpos das classes IgG e IgA1 e 

especificidades de 90 (27/30) e 93% (28/30), respectivamente (Tabela 1), demonstrando 

melhor aplicabilidade diagnostica por agregar elevadas sensibilidade e especificidade, 

menor número de reações cruzadas, além de melhor visibilidade das bandas.  Os 

antígenos solúveis homólogo e heterólogo demonstraram sensibilidade e especificidade 

similares quando marcados tanto com IgG quanto com IgA1, sendo inferiores ao 

antígeno de membrana heterólogo para ambos os anticorpos (Tabela 1). Os antígenos 

recombinantes demonstraram baixas especificidades, com elevado número de reações 

cruzadas para IgG e IgA1, sendo o SsIR o recombinante com maior número de reações 

cruzadas, 87% (13/15) para ambos os anticorpos (Tabela 1 e 2). 

 

Tabela 1. Sensibilidade e especificidade do immunoblotting utilizando diferentes 

preparados antigênicos. 

 

Antígeno 

IgG IgA1 

Sensibilidade 

% (n) 

Especificidade 

% (n) 

Reações 

Cruzadas % (n) 

Sensibilidade 

% (n) 

Especificidade 

% (n) 

Reações 

Cruzadas % (n) 

SsS 75 (15/20) 87 (26/30) 13 (2/15) 85 (17/20) 90 (27/30) 20 (3/15) 

SvS 75 (15/20) 87 (26/30) 20 (3/15) 85 (17/20) 93 (28/30) 13 (2/15) 

SvM 100 (20/20) 90 (27/30) 7 (1/15) 100 (20/20) 93 (28/30) 13 (2/15) 

NIE 95 (19/20) 67 (20/30)* 60 (9/15) 65 (13/20) 63 (19/30)* 53 (7/15) 

SSiR 85 (17/20) 33 (10/30)* 87 (13/15) 100 (20/20) 33 (10/30)* 87 (13/15) 

SsS - Solúvel de S. stercoralis; SvS - Solúvel de S. venezuelensis; SvM - Membranar de S. venezuelensis; 

NIE e SSiR- recombinantes 

*p<0,05 em relação ao SvM 

 
 

A reatividade dos anticorpos IgG e IgA1 aos diferentes preparados antigênicos 

demonstrou bandas com um peso molecular variando de 7 a 170 kDa e 14 a 170 kDa, 

respectivamente (Figura 1). O antígeno bruto solúvel de S. stercoralis (SsS) apresentou 

um total de 9 e 3 bandas quando marcado com os anticorpos IgG e IgA1, 

respectivamente. A única banda com mais de 70% de ambas sensibilidade e 

especificidade tanto para o IgG quanto para o IgA1 foi a de 26 kDa (Tabela 2). Tanto no 
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antígeno bruto solúvel de S. venezuelensis (SvS) quanto no antígeno solúvel de 

membrana de S. venezuelensis (SvM), foi observado um número maior de bandas com 

marcação para ambos o IgG e o IgA1 quando comparados com o SsS.  Três bandas para 

o SvS, de pesos moleculares de 75, 26 e 14 kDa, e 4 bandas para o SvM, de pesos 

moleculares de 90, 75, 26, e 22 kDa apresentaram ambas sensibilidades e 

especificidades superiores a 70% quando os antígenos foram marcados com IgG.  Para a 

marcação com IgA1 foi demonstrado nos antígenos SvS e SvM que as bandas de 55, 32 

e 17 kDa e 90, 75 e 26 e 17 kDa apresentaram ambas sensibilidade e especificidade 

acima de 70%, respectivamente. As bandas de   26 e 75 kDa do SvM, marcadas com 

IgG, apresentaram as mesmas sensibilidades e especificidades, 100 e 90%, 

respectivamente. Para marcação com IgA1, apresentaram sensibilidades e 

especificidades de 100 e 95% e 97 e 93%, respectivamente.  A banda de 26 kDa 

marcada para o IgA1 demonstrou maior especificidade e a menor diferença entre 

sensibilidade e especificidade (Tabela 2). 
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Figura 1. Immunoblotting utilizando antígenos solúveis de S. stercoralis (1) de S. 

venezuelensis (2), de membrana de S. venezuelensis (3) e os antígenos recombinantes 

NIE-SsIR (4) marcados com IgG (A) e IgA1 (B). 

* banda de 17 kDa
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Tabela 2. Sensibilidade e especificidade do immunoblotting dos antígenos brutos solúveis de 

S. stercoralis (SsS) e S. venezuelensis (SvS), do antígeno de membrana de S. venezuelensis 

(SvM) e dos antígenos recombinantes IE-SsIR de acordo com a reatividade aos anticorpos 

IgG e IgA1. 

 

Anticorpo 

Peso 

Molecular 

(kDa) 

SsS (%) SvS (%) SvM (%) NIE-SsIR (%) 

Se Esp Se Esp Se Esp Se Esp 

 170 - - 100 23 100 63 - - 

 105 - - 100 37 15 100 - - 

 90 - - 100 37 70 90 - - 

 75 20 100 70 93 100 90 - - 

 55 50 100 45 97 35 100 85 33 

 50 20 93 20 97 - - - - 

 45 10 93 100 67 - - - - 

IgG 36 40 80 20 100 100 43 - - 

 32 - - 35 97 - - - - 

 26 75 87 45 97 100 90 95 67 

 25 - - 75 90 - - - - 

 22 45 87 25 100 85 93 - - 

 17 - - 35 100 65 93 - - 

 14 65 93 70 87 60 93 - - 

 7 10 93 - - 65 100 - - 

 170 - - 100 27 - - - - 

 90 - - 100 50 95 97 - - 

 75 - - 40 93 95 93 - - 

 55 - - 80 93 50 100 100 33 

 50 - - - - 50 100 - - 

IgA1 45 - - 60 83 70 80 - - 

 36 - - 55 100 - - - - 

 32 - - 70 100 - - - - 

 26 85 90 55 100 100 97 65 63 

 25 - - 55 100 - - - - 

 21 - - 55 100 - - - - 

 18 - - 55 100 - - - - 

 17 50 100 85 93 85 100 - - 

 14 50 100 55 100 - - - - 
As bandas sublinhadas e em negrito foram escolhidas para o diagnóstico da infecção por S. stercoralis através do immunoblotting 

Se Sensibilidade; Esp Especificidade  
*NIE 26kDa; SsIR 55kDa 

 

3.4 DISCUSSÃO 

Indivíduos infectados com S. stercoralis respondem a estímulos específicos com 

produção de isotipos  de anticorpos  das classes IgG, IgE, IgM e IgA (16,17,107–109). 

Diversos estudos utilizam a pesquisa destes anticorpos aplicados ao diagnóstico da 
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estrongiloidíase através do ELISA (17,108,109,112), embora o immunoblotting possua 

sensibilidade e especificidades superiores, por identificar frações proteicas específicas. 

Porém,  o seu uso é ainda limitado, possivelmente, por não existir   um padrão de moléculas 

definidas aplicadas ao diagnóstico da infecção por S. stercoralis (113,162,167,194–196,204). 

Além disso, o imunodiagnóstico é limitado pela dificuldade na produção de antígenos brutos, 

pela presença de reações cruzadas com outros helmintos e pela baixa reprodutibilidade dos 

ensaios. Nos últimos anos, a utilização de antígenos recombinantes tem conferindo maior 

precisão e reprodutibilidade aos ensaios, além da possibilidade de produção em larga escala 

(60,166,167,198). O imunodiagnóstico da estrongiloidíase geralmente é realizado pela 

detecção de IgG específico, provavelmente, por ser o anticorpo  circulante mais abundante 

(35,134,192). A pesquisa de IgA também tem sido utilizada, uma vez que as femeas 

partenogenéticas, imersas na submucosa intestinal, estimulam a produção desta classe de 

anticorpos (108,111,112,175).   

   Este estudo demonstra que a marcação dos antígenos brutos homólogos e hetrológos 

com IgG e IgA1 revelaram bandas de 7 a 170 kDa e 14 a 170 kDa, respectivamente. 

Resultado similares foram descritos  por Corral e colaboradores (2017), ao observar 11 

bandas, variando de 15 a 150 kDa, em preparados antigênicos de S. venezuelensis (194). 

Destaca-se em nosso estudo as bandas imunorreativas de 26 e 75 kDa, do antígeno SvM, 

marcadas tanto com IgG como com IgA1, que pelas suas elevadas sensibilidades e 

especificidades podem ser utilizadas como padrões no imunodiagnóstico da estrongiloidíase, 

sendo potenciais candidatas no desenvolvimento de antígenos recombinantes. Também foi 

observado que a marcação com IgA1 elevou significativamente a sensibilidade das bandas 17 

e 90 kDa (p < 0,05). Corral et al  (2017, 2018)  também demonstraram que o antígeno de 

membrana de S. venzuelensis é mais sensível e especifico para o diagnóstico da 

estrongiloidíase, porém as principais bandas identificadas  foram diferentes das observadas 

neste estudo (194,205). Provavelmente, devido ao grupo de paciente ser constituído de 

alcoolistas, como também às diferenças na preparação dos antígenos. Os antígenos associados 

à membrana dos nematódeos são os primeiros a serem expostos ao sistema imunológico do 

hospedeiro e  podem representar bons alvos para o imunodiagnóstico, porém ainda são pouco 

estudados (206).  

A maioria das bandas identificadas no SvM também foram observadas no SvS tanto na 

marcação com IgG quanto na marcação com IgA1, porém com menor frequências. A 

principal banda para diagnóstico no antígeno solúvel de S. stercoralis apresentou um peso 

molecular de 26 kDa, tendo maior sensibilidade e especificidade quando marcada com IgA1.   
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Sato et al. (1990) (113), Sudré et al. (2007) (168) e Rodpai et al. (2016) (207) também  

identificaram uma banda  de 26 kDa,  no antígeno de S. stercoralis marcado com IgG, com 

uma frequência similar à encontrada em nosso estudo.  

Os antígenos recombinantes NIE e SsIR vem sendo empregados  no diagnóstico da 

infecção por S. stercoralis para a pesquisa de anticorpos  IgG e IgG4, através do  ELISA, do  

Sistema de Imunoprecipitação pela Luciferase (LIPS) e do Luminex, com sensibilidades e 

especificidades variando de 87 a 100% e 90 a 100%, respectivamente, (60,166,193,201,208–

210).  Neste trabalho, apesar de apresentar uma elevada sensibilidade, os antígenos 

recombinantes apesentaram uma especificidade inferior, em torno de duas vezes, aos 

antígenos brutos, além de elevada frequência de reações cruzadas, o que pode ser explicado 

pela população estudada, uma vez que se trata de pacientes alcoolistas de área endêmica.  

Neste trabalho foi demonstrado que o antígeno de membrana de S. venezuelensis 

apresentou melhor aplicabilidade para o diagnóstico da infecção por S. stercoralis através do 

immunoblotting e que a pesquisa de anticorpos IgA1 apresenta melhor especificidade que a 

pesquisa de IgG, evidenciando que as moléculas na faixa de 17, 26, 75 e 90 kDa do antígeno 

de membrana do S. venezuelensis podem ser usadas como padrões no diagnóstico da 

estrongiloidíase, além de serem potenciais candidatas  para desenvolvimento de uma proteína 

recombinante. Além disso, foi observada uma baixa especificidade e uma elevada frequência 

de reações cruzadas dos antígenos recombinantes NIE e SsIR, levantando a necessidade do 

desenvolvimento de antígenos recombinantes voltados para o diagnóstico da estrongiloidíase 

em grupos de risco de áreas endêmicas. 
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RESUMO 

Introdução. A estrongiloidíase é uma parasitose emergente que acomete principalmente 

indivíduos imunocomprometidos. O diagnóstico da infecção atualmente é realizado através do 

exame parasitológico de fezes, os quais apresentam baixas sensibilidades. O diagnóstico 

imunológico vem sendo utilizado para triagem da infecção, entretanto a presença de 

resultados falsos positivos e a dificuldade na produção do antígeno homólogo dificultam o seu 

uso. Objetivo. Avaliar a imunorreatividade a diferentes classes e sub-classes de anticorpos 

anti-S. stercoralis circulantes em pacientes alcoolistas através do ELISA e realizar o 

immunoblotting em pacientes com resultados parasitológico e ELISA discordantes. Materiais 

e métodos. Foram incluídos no estudo 345 individuos com diagnóstico clínico de alcoolismo 

crônico internados no Centro de Acolhimento e Tratamento de Alcoolistas (CATA), Salvador, 

Bahia, Brasil. Todos os pacientes realizaram exames parasitológicos de fezes (sedimentação 

espontânea, Baermann-Moraes e Cultura em Placa de Agar) e o imunodiagnóstico da 

estrongiloidíase através do ELISA para pesquisa de anticorpos das classes IgG, IgE e IgA1. O 

IgG1 e IgG4-ELISA só foram realizados nos pacientes com eliminação de larvas nas fezes. 

Nos indivíduos com resultado parasitológico positivo e ELISA negativo para uma ou mais 

classes e/ou subclasses de anticorpos foi realizado o immunoblotting utilizando o antígeno de 

membrana de Strongyloides venezuelensis marcado com IgA1, sendo consideradas positivos 

as amostras que apresentaram bandas de 90, 75, 26 e/ou 17 kDa. Resultados. As sensibilidade 

e especificidades dos ELISAs variaram a depender dos diferentes isotipos de anticorpos 

utilizados. As maiores sensibilidades e especificidades foram encontradas no IgG4-ELISA, 

com 96 e 93%, seguida do IgE-ELISA, com 94 e 92%, respectivamente. No entanto a 

imunorreatividade ao IgE com os soros de pacientes alcoolistas, com presença de larvas nas 

fezes, foi de apenas 70% (52/74), demonstrando que a pesquisa de IgE específica é um 

método de baixa sensibilidade para o diagnóstico da estrongiloidíase nestes pacientes. Um 

resultado similar foi encontrado no IgG1-ELISA, onde apenas 57% (42/74) dos alcoolistas 

com eliminação de larvas nas fezes foi positivo. Além do mais, a média das densidades 

ópticas do IgG1 específico em soros de pacientes alcoolistas infectados foi menor comparada 

com a dos pacientes não alcoolistas infectados (p<0,05) e uma correlação negativa 

significativa (r=-0,273, p<0,05) entre os níveis de IgG1 anti-S. stercoralis e a carga parasitária 

foi observada. O IgA1 e o IgG4-ELISA demonstraram maior capacidade de detecção dos 

anticorpos específicos nos pacientes alcoolistas com resultado parasitológico positivo, 80 
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(59/74) e 85% (63/74), respectivamente. Os soros dos pacientes alcoolistas com presença de 

larvas nas fezes, e ausência de detecção de anticorpos anti-S stercoralis através dos ELISAs 

apresentaram imunorreatividade ao antígeno de membrana de S. venezuelensis para o 

anticorpo IgA1 em 92% (33/36) dos pacientes, confirmando a presença de anticorpos 

específicos circulantes. Conclusão. O IgG4 e o IgE-ELISA apresentaram as sensibilidades e 

especificidades mais elevadas para o imunodiagnóstico da estrongiloidíase, no entanto para o 

diagnóstico de pacientes alcoolistas, foi observada uma baixa imunorreatividade do IgE e 

IgG1-ELISA. Provavelmente, uma imunomodulação na produção destes anticorpos, induzida 

pelo álcool, levou a uma diferença na imunorreatividade entre os pacientes alcoolistas e não 

alcoolistas infectados com S. stercoralis. Através do immunoblotting, pode-se confirmar a 

infecção pelo S. stercoralis em 92% dos pacientes com eliminação de larvas nas fezes e 

ELISA negativo para uma ou mais classes de anticorpos. Este trabalho abre um precedente 

para estudos futuros no uso de diferentes classes e subclasses de anticorpos para diagnóstico e 

avaliação da resposta imune da infecção por S. stercoralis. 

 

Palavras-chave: S. stercoralis, alcoolistas, anticorpos, imunorreatividade, imunodiagnóstico. 
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Introduction. Strongyloidiasis is an emerging parasitosis that mainly affects 

immunocompromised individuals. The infection diagnosis is currently performed by feces 

parasitological examination, which has low sensitivity. The immunological diagnosis has 

been used in the infection screen; however, the presence of false positive results and the 

difficulties in producing the homologous antigen limits its use. Aim. To evaluate anti-S. 

stercoralis circulating antibodies immunoreactivity in alcoholic patients by ELISA and to 

perform immunoblotting in patients with discordant parasitological and ELISA results. 

Materials and methods. The study included 345 individuals diagnosed with chronic 

alcoholism hospitalized at the Centro de Acolhimento e Tratamento de Alcoolistas (CATA), 

Salvador, Bahia, Brazil. All patients went through parasitological fecal examination 

(spontaneous sedimentation, Baermann-Moraes and Agar Plate Culture) and IgG, IgE and 

IgA1-ELISA. IgG1 and IgG4-ELISA were made only in patients with larvae excretion in 

feces. Immunoblotting using Strongyloides venezuelensis membrane antigen for IgA1 

detection was performed to evaluate the serum samples with discordant results between the 

parasitological and immunological methods. There were considered positive the serum 

samples that presented reactivity at 90, 75, 26 and/or 17 kDa. Results. The ELISAs sensitivity 

and specificities varied depending on the different antibodies isotypes. The highest sensitivity 

and specificities were found in IgG4-ELISA, with 96 and 93%, followed by IgE-ELISA, with 

94 and 92%, respectively. However, IgE immunoreactivity in alcoholic patients sera with 

larvae in the feces was only 70% (52/74), indicating that IgE-ELISA is a low sensitivity 

method for strongyloidiasis diagnosis in these patients. A similar result was observed in the 

IgG1-ELISA, were only 57% (42/74) of the patients with larvae excretion were positive. 

Besides, the mean optical density of specific IgG1 in sera from infected alcoholic patients was 

lower than in non-alcoholic infected patients (p <0.05) and a significant negative correlation 

(r = -0.273, p <0.05) was observed between anti-S. stercoralis IgG1 level and the parasite 

load. IgA1 and IgG4-ELISA were the best option to detect specific antibodies in alcoholic 

patients with faecal larvae excretion, 80 (59/74) and 85% (63/74), respectively. About 92% 

(33/36) of the sera from alcoholic patients with larvae in the feces and ELISA for S. 

stercoralis antibodies detection negative showed immunoreactivity to S. venezuelensis 

membrane antigen for IgA1, confirming the presence of specific circulating antibodies. 

Conclusion. IgG4 and IgE-ELISA showed the highest sensitivity and specificity for 

strongyloidiasis immunodiagnosis, however a low IgE and IgG1-ELISA immunoreactivity 

was observed in alcoholic patients. Probably, an alcohol-induced immunomodulation in the 

antibody production led to this result. Immunoblotting could confirm S. stercoralis infection 

in 92% of patients with faecal larvae elimination and negative ELISA for one or more 

antibodies classes or subclasses. This work sets a precedent for future studies in the use of 

different antibodies classes and subclasses for S. stercoralis diagnosis and immune response 

evaluation. 

Key words: S. stercoralis, alcoholics, antibodies, ELISA, immunoblotting. 
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4.1 INTRODUÇÃO 

 

As principais comorbidades relacionadas à estrongiloidíase grave são a coinfecção 

com o HTLV-1, o uso crônico de corticoides e o alcoolismo. Neste último, a prevalência da 

infecção por S. stercoralis varia em torno de 20%, sendo até 5 vezes superior a população 

geral  (27–29). O uso crônico do álcool altera o funcionamento do eixo hipotalámo – pituitária 

– adrenal (HPA), elevando os níveis de corticosteroides endógenos e, consequentemente, os 

seus metabólitos. Estes atuam estimulando o ciclo de autoinfecção, mimetizando o efeito do 

hormônio parasitário ecdisona, responsável pela transformação das larvas rabditóides em 

filarióides infectantes, favorecendo a cronificação da doença (22). Um estudo recente do 

nosso grupo demonstrou que o aumento do nível de cortisol endógeno está diretamente 

relacionado ao aumento do número de larvas excretados nas fezes (27). Além do mais, o 

consumo crônico de álcool também possui um efeito tóxico sobre as proteínas contráteis do 

músculo liso do intestino delgado e sobre a função vagal, reduzindo o trânsito gastrointestinal 

e levando a permanência das larvas rabditoides no lúmen por um período mais prolongado, 

potencializando  o ciclo de autoinfecção (212,213).   

O diagnóstico parasitológico da infecção por S. stercoralis depende da detecção de 

larvas em amostras de fezes. No entanto, a excreção das larvas ocorre de maneira 

intermitente, levantando a necessidade da análise de várias amostras (26,27,33). Os métodos 

sorológicos são ferramentas que auxiliam no diagnóstico da estrongiloidíase (35,36), embora 

seu uso seja limitado pela presença de reações cruzadas com outros parasitos e a dificuldade 

da produção de antígeno homólogo (35,37). O uso de antígenos heterólogos, tais como S. ratti 

e S. venezuelensis, tem facilitado o imunodiagnóstico (17,112,162,195,214–216), embora as 

sensibilidades e especificidades ainda não tenham alcançado valores desejáveis, pela 

utilização destes antígenos não purificados.  Além disso, são necessários animais 

experimentais infectados, o que limita o seu uso a laboratórios com a infra-estrutura 

requerida. 

A infecção por S. stercoralis induz uma rápida produção de IgE, IgG1, IgG2 e IgG3, 

seguida do aumento dos níveis de IgG4 semanas após a infecção (16,217). Apesar disso, 

poucos estudos avaliaram a imunorreatividade destes diferentes isotipos e subtipos de 

anticorpos no diagnóstico da estrongiloidíase. Entre os métodos disponíveis para o 

imunodiagnóstico, o mais utilizado é o IgG-ELISA, in house, utilizando antígenos totais e/ ou 

fracionados. No entanto, o immunoblotting pode ser uma ferramenta extremamente útil, pois 

permite o reconhecimento de moléculas específicas, o que torna o ensaio mais sensível e 
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específico (195). O objetivo deste trabalho é avaliar a imunorreatividade de diferentes classes 

e subclasses de anticorpos anti-S. stercoralis circulantes para imunodiagnóstico da 

estrongiloidíase e confirmar a infecção através do reconhecimento de moléculas específicas 

pelo immunoblotting nos resultados discordantes entre os métodos parasitológicos e 

imunológicos. 

 

4.2 MATERIAIS E MÉTODOS 

4.2.1 Casuística 

Foram incluídos no estudo 345 pacientes do sexo masculino com idade entre 24 e 78 

anos com diagnóstico clínico de alcoolismo crônico, internados por um período de curta 

duração (em torno de 20 dias) no Centro de Acolhimento e Tratamento de Alcoolistas 

(CATA), das Obras Sociais Irmã Dulce (OSID), para desintoxicação alcoólica, de agosto de 

2015 a junho de 2017. Todos os pacientes realizaram exames parasitológicos de fezes 

(sedimentação espontânea, Baermann-Moraes e Cultura em Placa de Agar), com resultados de 

três amostras de fezes ou apenas um resultado positivo para S. stercoralis. O número de larvas 

nas fezes foi quantificado através do método de Baermann-Moraes modificado, onde se 

mensurou a quantidade de larvas em um grama de fezes. Como grupo comparação, foram 

selecionados 100 individuos não alcoolistas atendidos no Laboratório de Análises Clínicas e 

Tóxicológicas da Faculdade de Farmácia (LACTFAR), UFBA, sendo 50 infectados com S. 

stercoralis; 20 monoparasitados com outros parasitos intestinais e 30 adultos aparentemente 

saudáveis, com exame parasitológico negativo. Foram excluídos do estudo os indivíduos em 

uso de glicocorticoides e coinfectados com o vírus HTLV-1. 

O projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da Escola de Enfermagem 

da Universidade Federal da Bahia sob o número 367.464 (ANEXO D). Os pacientes foram 

informados da natureza do estudo e, aqueles que concordaram em participar, assinaram o 

termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) (ANEXO E). 

 

4.2.2 Produção de antígeno 

Larvas de S. stercoralis, obtidas a partir de amostras fecais de pacientes 

hiperinfectados, e larvas de S. venezuelensis, recuperadas das fezes de ratos Wistar (Rattus 

norvegicus) (cedidas pelo Departamento de Parasitologia, Universidade de Campinas) foram 

cultivadas em carvão animal e incubadas em estufa a 27º C durante cinco e três dias, 

respectivamente, para obtenção das larvas filarioides. Resumidamente, as amostras fecais 

frescas foram dissolvidas em água destilada e homogeneizadas, em seguida foi adicionado 



58 

 

carvão animal granulado numa proporção de fezes e carvão de 1:2. As larvas filarióides foram 

recuperadas do carvão, utilizando o método de Rugai (199), lavadas três vezes com tampão 

fosfato salina a 0,15M, pH 7,2 (PBS) e centrifugadas a 1.200 x g, por 7 min, a 4º C. Apenas 

para as larvas de S. stercoralis, o sedimento contendo as larvas foi ressuspenso em 15 ml de 

hipoclorito de sódio a 0,25%, incubado a temperatura ambiente por 5 minutos e lavado como 

na etapa anterior. Seguiu-se a adição dos seguintes inibidores de proteases: EDTA 5mM, 

fenil-metilsulfonil-fluoreto 1mM (PMSF, Sigma), TPCK/TLCK 0,05 mM e leupeptina 1 

g/mL. As larvas foram estocadas a -70º C até o momento do uso.  

Na etapa final de preparação do antígeno, as larvas foram descongeladas e sonicadas 

em ultrassom (Branson Sonifier Cell Disruptor), em ciclos de 1 minuto (com descanso de 1 

minuto) a 20 kHz, em uma amplitude de 60% (em gelo). A cada 10 ciclos o material foi 

observado ao microscópio até total disruptura das larvas, sendo necessário um total de 30 

ciclos. O material obtido foi centrifugado a 17.500 x g por 30 minutos, a 4º C. O sobrenadante 

foi estocado a -70º C (antígeno solúvel) e o sedimento ressuspenso em deoxicolato de sódio 

1% (3 mL) e incubado overnight em câmara fria (à 4º C, sob agitação). No dia seguinte, o 

sedimento foi novamente centrifugado a 17.500 x g por 30 minutos, a 4º C, e o novo 

sobrenadante (antígeno de membrana) foi coletado e estocado a -70º C, após dosagem do seu 

conteúdo proteico pelo método de Bradford (200). 

 

4.2.3 ELISA para detecção de anticorpos específicos 

A cada poço das placas de microtitulação (placas de 96 poços, Corning Inc. Coastar 

polystyrene EIA/RIA plates) foram adicionados 100 µL do antígeno de S. stercoralis ou S. 

venezuelensis diluído em tampão carbonato bicarbonato a 0,06 M, pH 9,6 nas concentrações 

de 3, 5, 5, 10 e 20 µg/mL para o IgA1, IgG, IgG1, IgE e IgG4-ELISA, respectivamente. Em 

seguida, as placas foram incubadas overnight a 4º C e lavadas cinco vezes com PBS (tampão 

fosfato salina) a 0,15M, Tween 20 a 0,05%, pH 7,2. A cada poço adicionou-se 100 µL de PBS 

a 0,15 M, pH 7,2 contendo 16% p/v de leite desnatado (tampão de bloqueio) e as placas foram 

incubadas durante 1 hora, a 37º C, seguido de lavagem como na etapa anterior. Um volume de 

100 µL de cada amostra de soro diluída em tampão de bloqueio (1:100 para IgG e IgA1, 1:4 

para IgG1 e IgG4 e 1:2 para IgE) foi aplicado aos poços e as placas foram incubadas por uma 

hora a temperatura ambiente. Após lavagem, foram adicionados 100 µL do conjugado 

específico para cada ELISA diluído em tampão de bloqueio a 1:2000 para todos os isotipos, 

exceto o anti-IgA1 e anti-IgE (1:1000). As placas foram incubadas a 37º C em câmara úmida. 

Apenas para o IgE-ELISA foi utilizado o conjugado anti-IgE humano biotinilado (Sigma–
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Aldrich, St. Louis, MO, USA) e, neste caso, após adição do conjugado a reação foi 

amplificado com 100 µl/poço de estreptavidina (Sigma–Aldrich, St. Louis, MO, USA) diluída 

1:500 em tampão de bloqueio com incubação de 30 minutos. Após a lavagem, a reação foi 

revelada com a adição de 100 µL do substrato (100 µL de tampão citrato-fosfato a 0,051 M, 

pH 5,0 contendo o-fenilenodiamina a 0,0037 M e água oxigenada 30 volumes a 0,04%), 

seguida de incubação ao abrigo da luz durante 20 minutos. A reação foi interrompida com 20 

µL de ácido sulfúrico a 8 N e a leitura das densidades ópticas realizadas em 

espectrofotômetro, utilizando o filtro de 450-630nm (Awareness Tecnology Inc., USA) e 405-

450 nm (apenas para o IgE-ELISA). O ponto de corte, a sensibilidade e a especificidade para 

os ensaios foram estabelecidos através da curva ROC (Receiver operating characteristic), 

sendo a sensibilidade calculada com base no resultado dos indivíduos não alcoolistas 

monoparasitados com S. stercoralis e a especificidade calculada com base nos indivíduos 

monoparasitados com outros helmintos intestinais (Schistosoma mansoni, Ascaris 

lumbricoides e ancilostomídeos) e negativos para qualquer parasitose intestinal.  

 

4.2.4 SDS-PAGE e immunoblotting 

Resumidamente, ao antígeno bruto de membrana de Strongyloides venezuelensis, em 

uma concentração de 50 ng/mL, foram adicionados 2% de Tracking Dye (Bio-Rad 

Laboratories, USA) e 1% de SDS, seguido de um aquecimento a 65ºC por 15 minutos, após o 

qual se adicionou glicerol 6% até completar um volume final de 100 µL. Este material foi 

adicionado ao gel pré-fabricado (Criterion™ TGX™ Precast Gel, Bio-Rad Laboratories, 

USA) e a corrida eletroforética realizada em tampão de corrida 1x (tampão de corrida pré-

misturado 10x, contendo Tris 25 mM, glicina 192 mM, SDS a 0,1%, pH 8,3, diluido para 1x 

com água destilada antes do uso, Bio-Rad Laboratories, USA) a 200 V por 30 min, em 

temperatura ambiente. Como marcador molecular foi utilizado o Precision Plus Protein™ 

Dual Color (Bio-Rad Laboratories, USA).  Após a corrida, o gel, a membrana (0,45 µm, Bio-

Rad Laboratories, USA) e os papeis filtros umedecidos em tampão de transferência (tampão 

de transferência pré-misturado 10x para transferência semi-seca, contendo Tris/CAPS, 

metanol 15% e SDS 0,1%, Bio-Rad Laboratories, USA) foram montados (dois papeis filtro – 

membrana – gel – papel filtro) e a transferência foi realizada (Trans-Blot® SD Semi-Dry 

Transfer Cell, Bio-Rad Laboratories, USA) à 25V por 1 hora. Em seguida, a membrana foi 

lavada por 4 vezes, durante 5 minutos, com PBS-tween 0,3% e cortada em tiras de 4 mm. As 

tiras foram incubadas overnight com os soros diluídos 1:100 em PBS-T 0,3%, leite desnatado 
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5%, à 4 ºC sob agitação constante. Após lavagem, foi adicionado o conjugado anti-IgA1 

diluído 1:1000 em PBS-T 0,3%, seguida de incubação por 1h a temperatura ambiente. Após 

lavagem, foi adicionada estreptavidina ligada a peroxidase 1:2000, seguida de nova incubação 

por 1 hora. Após outra lavagem, as membranas foram reveladas em DAB (3,3'-

diaminobenzidine) por 10 minutos e lavadas 10 vezes com água deionizada. 

 

4.2.5 Análise estatística 

As análises estatísticas foram realizadas utilizando os softwares Statistical Package for 

Social Science (version 19.0 para Windows; SPSS) e o programa Graph Pad Prism 5.0 (Graph 

Pad Software, Inc., San Diego, Califórnia, EUA). Para testar a suposição de normalidade dos 

dados foram calculados os coeficientes de assimetria (Skewness) e o coeficiente de curtose 

(Kurtosis), sendo considerada uma distribuição Gaussiana quando o coeficiente de assimetria 

apresentou valores entre -1 e +1. A apresentação das variáveis quantitativas foi realizada 

através das medidas descritivas (média e desvio padrão), enquanto que as semi-quantitativas 

foram apresentadas em termos de frequência. As diferenças entre as médias foram avaliadas 

usando o teste t não-pareado para comparar dois grupos, enquanto que as diferenças de 

frequência foram avaliadas usando o teste de chi-quadrado. O nível de concordância entre os 

métodos de diagnóstico foi analisado através do Índice Kappa. Todos os testes foram bi-

caudais e a significância estatística considerada quando p apresentou um valor inferior a 0,05.  

 

4.3 RESULTADOS 

A frequência da infecção por S. stercoralis através dos métodos parasitológicos foi de 

21,4% (74/345), com a carga parasitária variando de 1 a 958 larvas/grama de fezes e uma 

média e desvio padrão de 47,6 e 150 larvas/grama de fezes, respectivamente. Os ELISAS para 

detecção dos diferentes isotipos e subtipos de anticorpos específicos (IgG, IgG1, IgG4 e IgE e 

IgA1), demonstraram sensibilidades e especificidades elevadas, principalmente o IgG4 e o 

IgE-ELISA (Figura 1 e 2). As prováveis reações cruzadas ocorreram apenas com os soros de 

pacientes infectados com Schistosoma mansoni e ancilostomídeo, sendo a maior taxa de 

reações cruzadas encontrada no IgG-ELSA, 40% (8/20) (Figura 1).  Embora o IgE-ELISA 

tenha demonstrado elevadas sensibilidade e especificidade, nos pacientes alcoolistas a 

pesquisa de anticorpos das classes IgA1 e IgG4 foram capazes de detectar um número maior 

de indivíduos com eliminação de larvas nas fezes, 80 (59/74) e 85% (63/74), respectivamente 

(Tabela 1). Um total de 30% (22/74) dos alcoolistas com eliminação de larvas nas fezes foram 

negativos para a pesquisa de IgE específico. Além disso, a média da carga parasitária nos 
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indivíduos IgE-ELISA positivos foi significativamente menor que os indivíduos negativos, 

41,4 e 62,2 larvas/grama de fezes, respectivamente (p<0,01) (Figura 3). Um resultado similar 

foi observado na detecção de anticorpos da classe IgA1, onde a média da carga parasitária nos 

alcoolistas com eliminação de larvas nas fezes e IgA1-ELISA negativo e positivo foi de 72,7 

e 42,5 larvas/grama de fezes, respectivamente (p<0,01) (Figura 3). Entre os pacientes sem 

eliminação de larvas nas fezes, foi encontrada uma positividade de 20,3% (55/271) no IgA1-

ELISA (Tabela 1). 

Apenas 57% (42/74) dos indivíduos com resultado parasitológico positivo 

apresentaram IgG1-ELISA positivo (Tabela 1). Além do mais, a média da densidade óptica 

dos soros avaliados no IgG1–ELISA para os pacientes alcoolistas infectados com S. 

stercoralis foi estatisticamente menor comparada aos pacientes não alcoolistas infectados (p < 

0,05), sendo observada uma correlação negativa estatisticamente significativa entre a carga 

parasitária e os níveis de IgG1 específico (r= - 0,273) (Tabela 1).  

Após teste prévio no immunoblotting com vários isotipos e subtipos de anticorpos, foi 

demonstrado que a marcação com IgA1 demonstrou reatividade nas bandas de 90, 75, 26 e/ou 

17 kDa na maioria dos soros de pacientes infectados com S. stercoralis, com eliminação de 

larvas nas fezes, sendo este anticorpo escolhido para o teste confirmatório (dados ainda não 

publicado). Neste trabalho foi observada imunorreatividade em 92% (33/36) dos alcoolistas 

com eliminação de larvas nas fezes e ELISA negativo para uma ou mais classes de anticorpos, 

sendo que o IgG4-ELISA apresentou a maior concordância com o Imunnoblotting. 
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Figura 1. ELISA para detecção de níveis séricos de IgG, IgE e IgA1 anti- S. stercoralis em 

pacientes atendidos do CATA e no LACTFAR, UFBA. 100 indívíduos não alcoolistas: 50 

infectados com S. stercoralis ( ); 20 infectados com outras parasitoses intestinais ( ); 30 

adultos aparentemente saudáveis, com exame parasitológico negativo ( ).345 pacientes 

alcoolistas: 74 infectados com Strongyloides stercoralis ( ); 271 de pacientes sem infecção 

por S. stercoralis ( ). Curva ROC indicando sensibilidade, especificidade, ponto de corte e 

área sob a curva ROC (AUC) para detecção de IgG, IgE e IgA1 específicos.  
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Figura 2. ELISA para detecção de níveis séricos de IgG1 (A) e IgG4 (B) anti- S. stercoralis 

em soros de pacientes atendidos no CATA e na Faculdade de Farmácia, UFBA. 55 não 

alcoolistas, sendo 25 infectados com S. stercoralis ( ); 10 monoparasitados com outras 

parasitoses intestinais; 20 de indivíduos adultos saudáveis ( ) e 74 pacientes alcoolistas 

infectados com S. stercoralis. Curva ROC indicando sensibilidade, especificidade, ponto de 

corte e área sob a curva ROC (AUC) para detecção de IgG1 (A1) e IgG4 (B1) em amostras de 

soro. 
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Tabela 1. Avaliação dos níveis de anticorpos específicos IgG, IgE, IgA, IgG1 e IgG4 em 

pacientes infectados com S. stercoralis alcoolistas (n=74) e não alcoolistas (n=50 para IgG, 

IgE e IgA1 e n=25 para IgG1 e IgG4) e alcoolistas não infectados (n=271) e correlação entre 

a densidade óptica e a carga parasitária nos pacientes alcoolistas (n=74). 

* p<0,05, Unpaired T test 
1Teste de Pearson, 2p<0,05 
2individuos não alcoolistas infectados com S. stercoralis atendidos no LACTFAR/UFBA 
3Indice kappa de concordância entre os métodos parasitológicos e os respectivos ELISAs 

 

Figura 3. Média e desvio padrão da carga parasitária em alcoolistas com eliminação de larvas 

de S. stercoralis nas fezes (n=74) positivos ou negativos para os diferentes isotipos de 

anticorpos específicos no ELISA.  

Anticorpos 

Média da Densidade 

Óptica 
Frequência em indivíduos alcoolistas (%) 

Correlação 

com a Carga 

Parasitária1 

Controle 

Positivo2 
Alcoolista 

Parasitológico 

positivo 

Parasitológico 

negativo 
Total R p 

IgG 0,958 1,053 77 (57/74) 5,2 (14/271) 
20,6 

(71/345) -0,048 0,687 

IgE 0,574 0,633 70 (52/74) 3,7 (10/271) 
18 

(62/345) -0,151 0,197 

IgA1 0,809 0,734 80 (59/74) 20,3 (55/271) 
33 

(114/338) 0,080 0,501 

IgG1 0,123 0,077* 57 (42/74) - - -0,273 0,019* 

IgG4 0,603 0,417 85 (63/74) - - -0,194 0,099 
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Figura 4. Representação do Immunoblotting para detecção de IgA1 anti-S. stercoralis usando 

antígeno de membrana de S. venezuelensis e soros de pacientes com resultado parasitológico 

positivo, mas negativo no ELISA para detecção de uma ou mais classes de anticorpos (n=36). 

Controles negativo e positivo 1 e 2. Bandas especificas nas regiões de 90, 75, 26 e 17   kDa. 
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4.4 DISCUSSÃO 

A infecção por S. stercoralis pode evoluir para os quadros graves de hiperinfecção 

e/ou disseminação em pacientes imunocomprometidos. Em um estudo prévio, desenvolvido 

em nosso laboratório, a frequência da infecção em pacientes alcoolistas foi de 23,5% (27), o 

que está de acordo com o resultado encontrado neste trabalho. Outros autores também 

apontam para uma elevada prevalência da estrongiloidíase em pacientes alcoolistas, variando 

de 20,5 a 40,2% (23,25–27). Provavelmente, esta prevalência está subestimada, uma vez que a 

intermitência na liberação das larvas e a flutuação da carga parasitária podem influenciar na 

sensibilidade dos métodos de diagnóstico parasitológico (33). Os métodos sorológicos são 

uma alternativa para o diagnóstico da estrongiloidíase que independem da eliminação de 

larvas, mais que ainda carecem de mais estudos que busquem elevar suas sensibilidades e 

especificidades, além de eliminar as reações cruzadas com outros helmintos.   

Neste trabalho, os ELISAs para detecção de três diferentes classes de anticorpos 

circulantes, IgG, IgE e IgA1, demonstraram sensibilidades  e especificidades variando de 81 a 

94% e 70 a 92%, respectivamente, concordando com dados publicados anteriormente 

(17,26,35,108,214,218–220). A detecção de anticorpos IgG específico é o método mais 

utilizado para o diagnóstico, provavelmente por ser a  imunoglobulina circulante mais 

abundante (134). No entanto, o seu uso tem demonstrado restrições, especialmente em 

decorrência da elevada frequência de reações cruzadas com outras infecções helmínticas e a 

persistência da memória imunológica, que dificultam a distinção entre infecções recentes e 

passadas (36). Neste trabalho, o IgG-ELISA apresentou o maior número de reações cruzadas 

com soros de pacientes infectados com outros helmintos, principalmente Schistosoma 

mansoni e ancilostomídeos, apresentando a menor especificidade entre os anticorpos testados 

(70%), o que está de acordo com outros estudos (26,35,108). As reações positivas para IgG 

especifico em indivíduos sem eliminação de larvas nas fezes foi 5,2% (14/271), 

possivelmente pela baixa sensibilidade dos métodos parasitológicos, presença de reações 

cruzadas e/ou memória imunológica (36,155). 

O IgG pode ser dividido em quatro subclasses, denominadas IgG1, IgG2, IgG3 e IgG4 

(221). Embora apresentem mais de 90% de similaridade a nível de aminoácidos, cada 

subclasse possui um perfil exclusivo em relação à ligação ao antígeno, formação do complexo 

imune, ativação do complemento, estímulo de células efetoras e meia-vida (222). A 

deficiência seletiva de subclasses geralmente não é prejudicial ao indivíduo, mas pode levar a 

uma maior susceptibilidade a determinados agentes patogênicos (17,222). Neste trabalho, o 

ELISA para detecção das subclasses IgG1 e IgG4 específicas foi realizado apenas nos 
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indivíduos alcoolistas com eliminação de larvas nas fezes. Apesar das elevadas sensibilidades 

e especificidades do IgG1-ELISA, a imunorreatividade nos pacientes alcoolistas foi de apenas 

57% (42/74). Adicionalmente, a média da densidade ótica nos indivíduos alcoolistas 

infectados foi significativamente menor do que nos indivíduos não alcoolistas infectados, 

demonstrando pela primeira vez na literatura, de nosso conhecimento, uma baixa reatividade 

IgG1-específica nos alcoolistas. Este fato pode está relacionado com o agravamento da 

estrongiloidíase, uma vez que o IgG1 específico foi o único anticorpo que apresentou uma 

correlação negativa com a carga parasitária (p < 0,05). Essa hipótese é corroborada pela 

elevada carga parasitária nos indivíduos alcoolistas IgG1-ELISA negativos. Por outro lado, 

não se observou diferenças entre o nível de IgG4 nos indivíduos alcoolistas e não alcoolistas 

infectados com S. stercoralis, demonstrando ums resposta preservada a IgG4 nos alcoolistas. 

Além do mais, o IgG4-ELISA detectou o maior número de indivíduos alcoolistas com 

liberação de larvas nas fezes, confirmando o seu potencial para ser usado no diagnóstico da 

estrongiloidíase   

   O IgE específico tem sido associado à resistência adquirida à autoinfecção, 

resultando em uma diminuição da carga parasitária (217). Apesar da elevada sensibilidade do 

IgE-ELISA, 30% (22/74) dos soros de pacientes alcoolistas com eliminação de larvas nas 

fezes foram negativos, indicando uma baixa resposta IgE-específica. Ademais, foi observado 

que a média da carga parasitária foi significativamente maior nos alcoolistas negativos no 

IgE-ELISA, em relação aos alcoolistas IgE-ELISA positivos (p<0,05), o que pode indicar um 

aumento do número de parasitos na ausência de uma resposta IgE-específica. A resposta 

imune em indivíduos alcoolistas ainda não está completamente esclarecida, mas vários 

estudos demonstram um perfil de resposta inflamatória no alcoolismo, responsável por várias 

das manifestações patogênicas desta doença (223). Em contrapartida, altos níveis de IgE total 

têm sido reportado (147,223–225). Esta é o primeiro estudo, de nosso conhecimento, onde se 

demonstra uma baixa resposta IgE especifica em indivíduos alcoolistas. Mais estudos são 

necessários para esclarecer esta correlação. 

A presença do S. stercoralis na submucosa intestinal, provavelmente, estimula a 

produção local de IgA específica, a qual modula a infecção e limita o número de larvas 

excretadas nas fezes (16,108,109,111,112). Neste estudo, o IgA1-ELISA foi capaz de detectar 

80% (59/74) dos pacientes alcoolistas com eliminação de larvas nas fezes, sendo o segundo 

anticorpo com maior sensibilidade para o diagnóstico estrongiloidíase em pacientes 

alcoolistas. No entanto, 20,3% (55/271) dos pacientes alcoolistas sem eliminação de larvas 

nas fezes foram IgA1-ELISA positivo, enquanto que nos pacientes não alcoolistas apenas 
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10% (3/30) foram positivos. O IgA, quando presente, pode atuar na destruição do parasito, o 

que explica a não eliminação de larvas nas fezes.  

O immunoblotting tem sido utilizado para confirmar o diagnóstico de doenças 

infecciosas, tais como a infecção pelo Vírus da Imunodeficiência Humana (VIH). Proteínas 

imunodominantes com peso molecular variando de 15 a 150 kDa foram descritas em reações 

a antígeno de S. venezuelensis com soros de indivíduo infectado com S. stercoralis 

(194,205,215). Neste trabalho, o immunoblotting utilizando antígeno de membrana de S. 

venezuelesis, padronizado para detecção de IgA1 anti-S. stercoralis (ver Capítulo 3), foi 

positivo, em 92% (33/36) dos pacientes com eliminação de larvas nas fezes e negativos no 

ELISA, para uma ou mais classes de anticorpos, o que demonstra a superioridade deste 

método em relação ao ELISA, mesmo quando o nível de anticorpos é baixo (162). 

Em conclusão, o IgG1 e o IgE-ELISA apresentaram elevadas sensibilidades e 

especificidades para o diagnóstico da estrongiloidíase, no entanto foi encontrada uma baixa 

reatividade para os alcoolistas. Além disso, foi observada um aumento na carga parasitária 

nos alcoolistas com a pesquisa destes anticorpos negativa. Possivelmente, a ingestão crônica 

de álcool interfere na produção do IgG1 e IgE e, portanto, estes anticorpos não são indicados 

para o diagnóstico da estrongiloidíase nestes pacientes. O IgG4 e o IgA1-ELISA 

demonstraram as maiores sensibilidades e especificidades no imunodiagnóstico da 

estrongiloidíase em alcoolistas. O immunoblotting com reatividade nas bandas de 90, 75, 26 

e/ou 17 kDa para pesquisa de anticorpos da classe IgA1 pode ser uma ferramenta para 

confirmar o diagnóstico da infecção por S. stercoralis, nos casos discordantes entre o exame 

parasitológico de fezes e o ELISA. 
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CAPÍTULO 5  

CONCLUSÃO 
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Dessa forma, podemos concluir que:  

1. O antígeno de membrana de S. venezuelensis apresentou melhor aplicabilidade para o 

diagnóstico da infecção por S. stercoralis através do immunoblotting;  

2. O immunoblotting marcado com anticorpos IgA1 apresenta melhor sensibilidade e 

especificidade que o marcado com IgG; 

3. As moléculas na faixa de 17, 26, 75 e 90 kDa do antígeno de membrana do S. 

venezuelensis marcadas com IgA1 podem ser usadas como padrões no diagnóstico da 

estrongiloidíase, além de serem potenciais candidatas  para desenvolvimento de uma 

proteína recombinante 

4. Os antígenos recombinantes NIE e SsIR apresentaram uma elavada frequência de 

reações cruzadas; 

5. O IgE e o IgG1-ELISA apresentaram elevadas sensibilidades e especificidades para o 

diagnóstico da estrongiloidíase, no entanto uma baixa reatividade para os alcoolistas, 

não sendo indicados para o diagnóstico da estrongiloidíase nestes pacientes. 

6. Foi observado um aumento estatisticamente significativo na carga parasitária dos 

pacientes alcoolistas infectados com S. stercoralis e IgE e IgG1-ELISA negativos  

7. O IgG4 e o IgA1-ELISA apresentaram as maiores sensibilidades e especificidades no 

imunodiagnóstico da estrongiloidíase em pacientes alcoolistas através do ELISA;  

8. Este trabalho abre um precedente para estudos futuros no uso de diferentes classes e 

subclasses de anticorpos para diagnóstico e avaliação da resposta imune na infecção 

por S. stercoralis e levanta a necessidade do desenvolvimento de antígenos 

recombinantes voltados para o diagnóstico da estrongiloidíase em grupos de risco em 

áreas endêmicas. 
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ANEXO A: Influence of parasite load on the diagnosis and 

occurrence of eosinophilia in alcoholic patients infected with 

Strongyloides stercoralis  

 

Mônica Lopes Sampaio Silva¹, Elizabete de Jesus Inês¹, Joelma Nascimento de 

Souza¹, Alex Bruno da Silva Souza¹, Victória Maria dos Santos Dias¹, Luana Neves de 

Oliveira¹, Cléa Medeiros Guimarães², Edimacia Reis Menezes², Larissa Gomes 

Barbosa², Maria Del Carmen Moleiro Alves², Márcia Cristina Aquino Teixeira¹ e Neci 

Matos Soares¹ 
 

1 Departamento de Análises Clínicas e Toxicológicas, Faculdade de Farmácia, Universidade 

Federal da Bahia, Salvador, Bahia, Brazil 
2 Obras Sociais Irmã Dulce, Salvador, Bahia, Brazil 



91 

 



92 

 



93 

 



94 

 



95 

 



96 

 

ANEXO B: Alterations in serum paraoxonase-1 activity and lipid profile in 

chronic alcoholic patients infected with Strongyloides stercoralis 
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ANEXO C: Strongyloides stercoralis Infection in Alcoholic Patients 
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ANEXO D: Parecer do Comitê de Ética
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ANEXO E: Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) 

 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE) 

 

 
Instituição: Laboratório de Pesquisa em Parasitologia da Faculdade de Farmácia – Universidade Federal da Bahia – 

Salvador, Bahia, Brasil. 

 

Convidamos o (a) Sr (a) para participar da pesquisa “Associação entre a infecção por 

Strongyloides stercoralis e a produção de cortisol induzida pelo álcool: diagnóstico da 

estrongiloidíase e identificação de biomarcadores das alterações imunes e metabólicas”, sob a 

responsabilidade da pesquisadora Drª Neci Matos Soares, a qual pretende realizar o diagnóstico da 

infecção por Strongyloides stercoralis e estudar a associação entre esta infecção e os níveis de cortisol 

induzido pelo uso excessivo de álcool, além de caracterizar as alterações imunes e metabólicas através 

de marcadores biológicos.  

Sua participação é voluntária e se dará por meio de doação de sangue e fezes e pelo 

preenchimento de um questionário socioeconômico. Este estudo pode contribuir para melhorar a saúde 

da população, além de lhe proporcionar uma avaliação mais completa do seu estado de saúde. Todos 

os dados obtidos através desta pesquisa irão retornar para o senhor (a) em forma de laudos médicos, o 

que poderá auxiliar no seu tratamento. Porém, a sua participação pode trazer algum risco ou 

desconforto para a sua pessoa, tais como hematomas ou dor na região de coleta de sangue. Este risco 

no procedimento de coleta das amostras será minimizado através de orientações adequadas e 

profissionais experientes na realização do procedimento. 

Se depois de consentir em sua participação o Sr (a) desistir de continuar participando do 

estudo, 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 sem nenhum prejuízo a sua pessoa. O 

(a) Sr (a) não terá nenhuma despesa e também não receberá nenhuma remuneração. A sua identidade 

será mantida em sigilo, em conformidade ao princípio da confidencialidade. Caso tenha qualquer 

dúvida, o (a) Sr (a) poderá entrar em contato com o pesquisador no endereço Rua Barão do 

Jeremoabo, n° 147, Ondina - Salvador, Bahia - Brasil, CEP 40.170-115 - telefone (71) 3283-6950 

(Laboratório de Pesquisa em Parasitologia da Faculdade de Farmácia– Universidade Federal da Bahia 

– LACTFAR/UFBA), ou poderá entrar em contato com os Comitês de Ética em Pesquisa (CEP) da 

Escola de Enfermagem da UFBA (rua Augusto Viana, s/n, sala 435 - Canela - Salvador, Bahia - Brasil 

- telefone: (71) 3283-7615) ou das Obras Sociais Irmã Dulce (OSID)  (Avenida Bonfim, 161 Largo de 

Roma, Salvador – Bahia, telefone: (71) 3310-1335).   

 

Consentimento livre e esclarecido (TCLE)  

 

Eu,___________________________________________________________, fui informado sobre o que 

o pesquisador quer fazer e porque precisa da minha colaboração e entendi a explicação. Por isso, eu 

concordo em participar do projeto, sabendo que não vou ganhar nada e que posso sair quando quiser. 

Este documento é emitido em duas vias que serão ambas assinadas por mim e pelo pesquisador, ficando 

uma via com cada um de nós.  

 

Assinatura do voluntário ou seu responsável legal          

___________________________________________________  

 

Impressão Datiloscópica 

 

Assinatura do orientador responsável 

 

___________________________________________________________ 
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Assinatura do aluno (a) pesquisador   

___________________________________________________________ 

  

 

Instituições Parceiras 

 
 

 

Financiamento 

 






