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RESUMO

Introduc&o. Os metodos de Baermann-Moraes e Koga &gar, sdo 0s mais sensiveis
para identificacdo de larvas de Strongyloides stercoralis nas fezes, mas exigem que
as mesmas sejam frescas e com larvas vivas. Neste trabalho, apresentamos um
método de sedimentagdo simples, que permite avaliar uma grande amostra de
fezes, com exame de todo o sedimento obtido, utilizando microscépio invertido.
Objetivos. Desenvolver e avaliar uma metodologia de diagnédstico de larvas de S.
stercoralis a partir da sedimentacdo espontanea de fezes, examinando todo o
sedimento ao microscopio invertido e comparar a metodologia proposta com o
método de Hoffman, Pons e Janer (HPJ) e com o método de Baermann-Moraes,
considerado de alta sensibilidade para diagnostico de larvas de S. stercoralis.
Material e Métodos. Para avaliar a eficacia da técnica proposta, foram realizadas
duas observagbes experimentais: (a) utilizacdo da técnica em laboratério de rotina
que realizava os exames coproparasitdlogicos pelo método de Hoffman, Pons &
Janer; (b) realizacdo simultdnea, na mesma amostra, do método proposto e do
método de Baermann-Moraes, para comparagdo. Para a primeira observacéo, a
técnica proposta foi realizada no laboratério de rotina do Hospital Cassiano Antonio
de Moraes (HUCAM) e no Hospital Fundagédo Concoérdia, de Santa Maria de Jetiba.
Foram examinadas 221 amostras de fezes de pacientes atendidos nos ambulatérios
do HUCAM ou internados, que também foram rotineiramente examinadas pelo
método de sedimentacdo (HPJ). No Hospital Fundacdo Concérdia em Santa Maria
de Jetiba, foram avaliadas simultaneamente 102 amostras consecutivas de
pacientes atendidos nos ambulatérios da fundacdo. Para a segunda observacéo,
foram analisadas 112 amostras de pacientes internados e atendidos no HUCAM
pelo método do microscopio invertido e pelo Baermann-Moraes. As amostras foram
pesadas e homogeneizadas com &gua corrente e bastdo de vidro, no préprio
recipiente e em seguida, tamisadas em gaze em um célice de sedimentacdo de 250
ml. Apés uma hora, as amostras foram lavadas, com &gua corrente e sedimentadas
por mais uma hora. Todo o sedimento (aproximadamente 15 ml), acrescido de duas
a trés gotas de lugol, foi colocado em uma camara de vidro de 12x8x0,5 cm, coberta
com lamina de vidro com mesma superficie e examinada em microscopio invertido,
com objetivas de 4X e 10X. Toda a camara foi analisada, sendo contadas as larvas

encontradas. Resultados. Das 221 amostras analisadas no Laboratério do HUCAM,



larvas de S. stercoralis foram identificadas em 20 (9,05%) casos, enquanto o HPJ so
identificou 9 (4,07%). Das 102 do Hospital Fundag&o Concdrdia, onde a identificacdo
de larvas nos seis meses anteriores ndo passou de 1,5%, 10 amostras foram
positivas pelo exame do sedimento no microscopio invertido (9,8%). Das 112
amostras utilizadas para comparagdo com o Baermann-Moraes, 11 (9,82%)
amostras foram positivas no exame do sedimento ao microscopio invertido, as quais
foram também positivas no método de Baermann-Moraes. Conclusdo. O método é
simples, com as seguintes vantagens: (a) todo o sedimento obtido é examinado de
uma sO vez, permitindo identificar todas as larvas nele existentes; (b) como a
quantidade de fezes examinada € grande (maior do que as 8 a 10g do Baermann-
Moraes), a probabilidade de encontrar larvas aumenta, mesmo em casos com baixa
carga parasitéaria; e (c) permite a identificacdo de larvas mortas, ao contrario do
método de Baermann-Moraes, podendo, portanto ser aplicado em fezes preservadas

com fixadores como formol tamponado ou MIF.

Palavras chaves: Estrongiloidiase; Strongyloides stercoralis; exame

coproparasitologico.



ABSTRACT

Introduction. The methods of Baermann-Moraes and Koga agar, are the most
sensitive to identify Strongyloides stercoralis larvaes in stool, but they require a fresh
stool. We present a simple sedimentation method, which allows to evaluate a large
sample of feces, using an inverted microscope to observe the sediment obtained.
Objectives. To develop and evaluate a modified methodology to identify larvae of S.
stercoralis from the sedimentation of feces, by examining all the sediment using an
inverted microscope and to compare the proposed method with the Hoffman, Pons
and Janer method (HPJ) and the Baermann-Moraes, considered highly sensitive for
diagnosis of larvae of S. stercoralis. Material and Methods. To evaluate the
effectiveness of the technique, there were two things to consider: (a) test the
technique in the laboratory that performs the routine fecal examinations using the
Hoffman, Pons & Janer method; (b) use the same sample, simultaneously,
performing the method proposed and the Baermann-Moraes, for comparison. For the
first observation, we used the routine laboratory of the Hospital Cassiano Antonio de
Moraes - HUCAM - and the Hopital Fundacdo Concordia in Santa Maria de Jetiba.
We examined 221 faecal samples from patients treated in ambulatory or hospitalized
in HUCAM, without any choice, they were also routinely examined by sedimentation
method (HPJ). At the Hospital Fundacdo Concoérdia in Santa Maria de Jetiba we
evaluated 102 consecutive samples from patients treated in ambulatory. For the
second point, 112 samples were analyzed using the inverted microscope method and
the Baermann-Moraes technique. The samples were weighed and mixed with water
using a glass rod in the same small container and then strained through gauze into a
glass sedimentation measuring 250 ml. After an hour, the samples were washed with
water and then allowed to stand for one more hour. The sediment (about 15 ml), plus
two to three drops of Lugol was placed in a glass chamber measuring 12x8x0,5 cm,
covered with a glass slide with the same surface and examined using an inverted
microscope with 4X and 10X objective . The entire chamber was analyzed, and the
number of larvae, was counted. Results. Of the 221 samples analyzed at the
HUCAM laboratory, larvae of S. stercoralis were identified in 20 (9.05%) cases, in
which the HPJ identified only nine (4.07%). The 102 samples from Hospital
Fundag&o Concoérdia, where the identification of larvae in the previous six months did

not exceed 1.5%, 10 samples were positive using the inverted microscope (9.9%).



The 112 samples used simultaneously to compare with the Baermann-Moraes
technique, 11 samples were positive using the inverted microscope and all were also
positive in the Baermann-Moraes method. Conclusion. The method is simple, with
the following advantages: (a) the sediment obtained is examined at once, allowing
the identification of all larvae existed there; (b) as the amount of stool examined is
large (more than 8 to 10g used in Baermann-Moraes and 2 to 4 g used to perform
the Koga agar), the probability of finding larvae increases, even in cases with low
parasite load; and (c) allows the identification of dead larvae, unlike both the
Baermann-Moraes and the Koga agar and could also be applied in faeces preserved

with buffered formalin as fixatives or MIF.

Key words: Strongyloidiasis; Strongyloides stercoralis; coproparasitologic exam.
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As parasitoses intestinais constituem um problema de Saude Publica em
paises em desenvolvimento (MONTEIRO et al.,, 1986; WHO, 1987). Segundo a
Organizacdo Mundial de Saude (OMS, 2004), mais de 2 bilhdes de pessoas estdo
infectadas com algum tipo de verme ou parasito. No Brasil estima-se que
aproximadamente 30% das pessoas sao portadoras de algum tipo de parasito,
significando cerca de 50 milhdes de pessoas com verminoses. Entre os parasitas
intestinais frequentes no nosso meio estdo os geohelmintos Ascaris lumbricoides,
Trichuris trichiura, Ancilostoma duodenale, Necator americanus e Strongyloides
stercoralis.

Strongyloides stercoralis (Bavay, 1896) € um nematddeo intestinal de grande
importancia por ser um dos Unicos parasitas intestinais que pode proliferar no
hospedeiro, produzindo auto-infeccdo. Embora a maioria das pessoas infectadas
sejam oligo ou assintomaticas, em condi¢Bes especiais de imunossupressao, a auto-
infeccdo pode aumentar e induzir as formas graves e disseminadas da doenca
(GROVE, 1996).

O diagnostico do S. stercoralis pode ser feito: (a) pela identificagdo das larvas
nas fezes; (b) por pesquisa de antigenos nas fezes com métodos imunoldgicos ou
de biologia molecular; ou (c) por identificacdo, no sangue circulante, de anticorpos
anti-antigenos do parasita. A identificacdo de larvas rabditbides nas fezes é a
maneira mais facil e precisa para o diagnoéstico, jA que os métodos soroldgicos
enfrentam problemas de especificidade e os métodos de identificagdo de antigenos
nas fezes, quer por métodos imunolégicos ou de biologia molecular, séo

dispendiosos e ainda pouco testados.
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A identificagcdo de larvas nas fezes é facil, pois as larvas ndo s6 séo
facilmente identificaveis como podem ser diferenciadas de larvas de outros parasitas
com certa facilidade. No entanto, os métodos rotineiros de exame de fezes, como a
sedimentacdo espontdnea e métodos de concentracdo, tém baixa sensibilidade,
considerando que, geralmente nesses métodos a amostra examinada ao
microscopio é muito pequena. E sabio que o nimero de larvas eliminadas é variavel,
geralmente pequeno nos pacientes oligo ou assintomaticos, e com periodicidade
variavel. A sensibilidade da pesquisa de larvas nas fezes aumenta com o nimero de
exames realizados em tempos diferentes.

Dois métodos especificos para identificagcdo de larvas de S. stercoralis nas
fezes tém sido considerados de melhor sensibilidade do que métodos de
sedimentagdo ou concentracdo: o método de Baermann-Moraes e a cultura de fezes
em placas de Agar. Esses métodos, embora mais sensiveis, s&o trabalhosos,
consomem tempo e soO tém validade se efetuados com fezes frescas contendo larvas
vivas, pois em ambos as larvas sé@o detectadas ap0s a sua migragao.

Ha, portanto, necessidade de tentar métodos de identificacdo de larvas de S.
stercoralis que sejam simples, de baixo custo e que possam ser executados em
fezes preservadas com liquidos fixadores utilizados na rotina. Nessa dissertagédo
descrevemos um método para identificar larvas de S. stercoralis em fezes,
examinando todo o sedimento de uma quantidade expressiva de fezes, utilizando

um microscopio invertido.
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O Strongyloides stercoralis (Bavay, 1876) pertence a familia Strongyloididae
(Classe Secernentea, Ordem Rhabditida, Superfamilia Rhabditoidea), que é formada
somente por trés géneros, Strongyloides, Parastrongyloides e Leipernema. Os
membros desta familia, também chamados vermes filiformes, sdo heterogénicos,
com geracdo parasitica e de vida-livre e compreende pelo menos 52 espécies
(GROVE, 1996).

O homem € naturalmente infectado pela espécie S. stercoralis, mas infecgdo
natural pelo S. fuelleborni tem sido descrita em algumas regibes da Africa e das
Filipinas. InfecgBes patentes ndo foram encontradas apds infec¢@o experimental de
humanos com S. canis, S. cebus, S. felis, S. myopotami, S. planiceps, e S. simiae

(GROVE, 1996).

2.1. A descoberta de Strongyloides stercoralis e a identificagdo de seu ciclo
biolégico

O quadro 1 resume o0s principais eventos sobre a descoberta, a classificacéo,
a identificagdo dos estagios larvares, do ciclo biolégico e dos mecanismos de
infeccdo de S. stercoralis. Alguns aspectos da biologia de S. stercoralis,
especialmente os mecanismos que governam a diferenciacdo das larvas em formas
infectantes ou machos e fémeas de vida livre, permanecem ainda por serem

totalmente esclarecidos (GROVE, 1996).
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NOME DO AUTOR ANO EVENTO

Normand 1876 Descoberta do parasita

Bavay 1876 Descreveu o parasita com o nome
de Anguillula stercoralis

Grassi, Parona, Parona 1878 Descreveram as larvas rabditoides,
as fémeas de vida livre e as larvas
filaridides; Mudanca do nome para
Anguillula intestinalis

Grassi 1879 Criou o género Strongyloides,
mudando a denominacdo do
parasita para Strongyloides
intestinalis

Perroncito 1881 Observou a transformacdo da larva
rabditdide em machos e fémeas de
vida livre produzindo a filaribide
(infectante)

Leuckart 1883 Demonstrou que as formas descritas
eram diferentes fases no ciclo de
vida de um Unico Strongyloides

Stiles, Hassal 1902 Denominaram o0 parasita como
Strongyloides stercoralis

Durme, Ranson 1902- Demonstraram a migracdo pulmonar

1907 e penetracdo da larva pela pele

Looss 1905 Demonstrou que a infeccdo ocorria
pela penetragdo da larva pela pele
de onde migrava para pulmdes,
traquéia e intestino

Gage 1911 Demonstrou a ocorréncia da auto-
infeccdo

Fuelleborn 1914 Confirmou o ciclo migratério das
larvas

Cram 1936- Introduziu conceito de que as

1939 fémeas parasitas séo
partenogenéticas

Quadro 1. Alguns dos eventos importantes relacionados com a descoberta do Strongyloides

stercoralis e de seu ciclo biolégico. As referéncias de cada autor estédo citadas em Moraes (1948) e

Grove (1996).
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2.2. Aspectos morfolégicos de Strongyloides stercoralis

Strongyloides stercoralis apresentam diferentes formas evolutivas (NEVES et
al., 2005). As fémeas parasitas, partenogenéticas, vivem no duodeno e sdo as
maiores formas. As larvas rabditéides sdo menores que as larvas filariformes, delas
se distinguindo pela extremidade anterior romba e pelo es6fago com dois bulbos. As
fémeas de vida livre, menores do que as parasitas apresentam Utero desenvolvido
cheio de ovos. Os machos sdo menores do que as fémeas, e apresentam espiculas
na extremidade posterior (MORAES, 1948; GROVE, 1996). A figura 1 mostra as

diversas formas do parasita com as suas dimensdes.

ilaridide ¥

Fémea de vida livre

Fémea parasita

Figura 1. Formas adultas e larvais de Strongyloides stercoralis (copiado, com modificacfes, de

Moraes, 1948).
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2.3. O ciclo bioldgico de Strongyloides stercoralis
Strongyloides stercoralis possui uma particularidade importante que é a de
realizar um duplo ciclo evolutivo, ocorrendo um no hospedeiro humano (ciclo direto

ou homogdnico) e o outro no solo (indireto ou heterogdnico ou ciclo de vida livre).

Larvas filaridides infectantes
Penetram através da pels

Larva filaridide-
circulagdo sistémica-
pulmdes- espago
alveolar- traguéia-
faringe- deglutida-
eliminada

ey
L1 transforma-se | | .
em L3 e :

g 4 Féma adulta
%/ — l no intesting

Desenvolvimento
para larvas ﬁlariéides‘\

de larvas
adultas

Larva rabditoide

"—/Ov:depositados na mucosa

-

L1 no intesting intestinal, rompem-se e migrarm
e ara o limen intestinal
nas fezes 2 ' &

Wida livre- vermes adultos

Figura 2. Representacdo esquematica do ciclo evolutivo de Strongyloides stercoralis. Copiado da

Image Library na pagina da internet do CDC (www.cdc.gov).

As fémeas parasitas sdo partenogenéticas e permanecem mergulhadas nas
criptas da mucosa duodenal e da porgcdo superior do jejuno. Os ovos larvados
eclodem imediatamente apds a postura, ainda nas criptas duodenais, razao pela
qual dificilmente s@o observados nas fezes. As larvas rabditdides ao sairem dos
ovos, migram para a luz intestinal e podem ser eliminadas nas fezes (ciclo sexuado
ou indireto) ou sofrerem diferenciagdo no proprio intestino (ciclo partenogenético ou

direto) originando larvas filaridides infectantes, possibilitando a auto-infecc¢éo.
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Ciclo partenogenético ou direto

As larvas rabditdides eliminadas nas fezes chegam ao meio exterior e em
condigdes favoraveis de temperatura (20 a 30° C), alta umidade, auséncia de luz
solar direta (sombra) e de solo (areno argiloso e rico em matéria organica),
continuam o ciclo. Em condigbes ambientais desfavoraveis irdo morrer rapidamente
ou retardar expressivamente o ciclo, especialmente sob baixas temperaturas. Essas
larvas passam a se alimentar e sofrem duas ecdises. Apds 24 a 36 horas se
transformam em larvas filaridides infectantes. Estas ndo se alimentam, vivendo na
dependéncia de reservas de glicogénio, permanecendo na superficie do solo por
uma a trés semanas e aguardando o momento de penetrar em algum novo
hospedeiro. Por acdo mecéanica (movimentacdo) e quimica (melanoproteases),
penetram no hospedeiro através da pele, da mucosa bucal e esofagica. Auxiliados
pelas enzimas proteoliticas, atravessam os tecidos e alcangcam a corrente sanguinea
ou linfatica, dirigindo-se para o coracdo e pulmdes. Nos capilares pulmonares se
transformam em L4, atravessam a membrana alveolar e chegam aos brénquios, de
onde migram para a faringe. Nesse ponto podem ser expelidas com a secregéo
produzida ou ser deglutidas, deslocando-se para o intestino delgado, onde se fixam
e se transformam em fémeas partenogenéticas parasitas. Poucos dias depois elas
iniciam a eliminacdo de larvas rabditéides pelas fezes do paciente. O tempo
decorrido entre a penetracdo de larvas filaridides e a eliminacdo de larvas

rabditéides varia entre 15 e 30 dias.

Ciclo sexuado ou indireto
Durante esse ciclo, quando as larvas rabditéides dipléides e hapldides

encontram um ambiente adequado, irdo dar continuidade ao ciclo, passam por
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quatro mudas e originam respectivamente fémeas e machos de vida livre, que se
acasalam. As fémeas fazem a postura de ovos tripléides, que dardo origem a larvas
rabditoides, que sofrem duas mudas e se transformam em larvas filaridides
infectantes. A partir dessa fase, o ciclo é semelhante: ndo se alimentam, possuem
sobrevida de uma a trés semanas, periodo em que estdo aptas a infectar novo

hospedeiro (NEVES, 2009).

Auto-infeccdo

As larvas rabditdides 3n podem sofrer duas mudas e originar larvas filaridides
infectantes tanto na luz intestinal como na regido perianal. Essas larvas filaridides
infectantes podem penetrar a mucosa intestinal ou a pele da regidao perianal,
produzindo auto-infec¢do. A penetracdo de larvas na regido perianal d4 origem ao

quadro clinico conhecido com o nome de “larva currens”.

2.4. Diagnéstico laboratorial da infecgdo com Strongyloides stercoralis

O diagnostico da estrongiloidiase ainda € um desafio tanto para o médico
quanto para os Patologistas Clinicos e Bioquimicos especializados em anélises
clinicas (DREYER, 1996). Ele ainda é feito mediante a deteccdo de larvas em
amostras de fezes através da observacdo microscopica. Mais raramente o
diagnéstico é feito pela detecgéo de larvas no escarro, em outros liquidos organicos
e por estudo histolégico em bidpsias e necropsias. O diagndstico indireto, através da
pesquisa de anticorpos circulantes ou de antigenos nas fezes, tem sido utilizado,

mas com ressalvas e dificuldades.
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2.4.1 A identificacdo de larvas rabditéides de S. stercoralis no exame
coproparasitolégico

Embora seja um parasita intestinal, que elimina larvas nas fezes (raramente
ovos, pois estes eclodem logos apds a eliminagdo ainda no duodeno), os exames
coproparasitoloégicos de rotina ainda apresentam baixa sensibilidade para a sua
identificacdo (DREYER, 1996; DE PAULA et al., 2000; SIDDIQUI & BERK, 2001;
GREINER ET al, 2008). Por outro lado, a eliminagcdo de larvas, na maioria dos
casos, € minima e irregular, razdo pela qual a multiplicidade de amostras é
indispensavel (GENTA et al., 1986; NEVA, 1986; LIU & WELLER, 1993;
UPARANUKRAW et al., 1999; SILVA et al., 2003; DE CARLI, 2007).

Nos exames que usam sedimentagcédo da suspensao fecal (Hoffman, Pons &
Janer - HPJ) ou métodos de concentracdo com formol-éter, embora se faca a
suspensdo com 2 a 4 g de fezes, somente uma pequena parte do sedimento
(geralmente 2, e menos frequentemente, 4 laminas, com laminula 22x36 mm) é
examinada, nao totalizando mais do que um volume de 100 pL de todo o sedimento.
Por essa razdo, trés métodos foram desenvolvidos para melhorar a sensibilidade do
exame: o método de Baermann-Moraes (MORAES, 1948), o método da placa de
Agar (ARAKAKI, 1988) e o método de Harada-Mori (HARADA & MORI, 1955).

Originalmente descrito por Baermann em 1917 para isolar larvas do solo e
posteriormente modificado por Moraes (1948) para utilizagcdo na identificacdo de
larvas nas fezes, 0 método de Baermann-Moraes se baseia no fato de que as larvas
do Strongyloides possuem termotropismo positivo migrando para as areas mais
aquecidas.

Existem vérias adaptacbes nos equipamentos para a realizacdo desse

método, mas de modo geral utiliza-se um funil acoplado a um tubo de borracha

25



fechado com uma pinga de Mohr. As fezes sdo colocadas em gaze ou em tela
metalica de modo que possam ficar em contato com agua aquecida colocada no
funil. Em geral, 8 a 10 g de fezes, sdo colocadas sobre uma gaze dobrada que é
posta em contato com &gua aquecida a 42° C no funil preparado como previamente
descrito. As larvas vivas, devido ao termotropismo, migram para a agua no funil,
acumulando-se, por sedimentagdo espontanea, na sua parte estreita e dentro do
tubo de borracha a ela acoplado. Ap6s uma hora a uma hora e meia, as larvas séo
recolhidas em um tubo, ap6s o afrouxamento da pinga de Mohr. Depois de
centrifugado a baixa rotacdo, o sedimento € examinado entre lamina e laminula.

Esse exame requer duas condigdes importantes: que as fezes sejam frescas
para que as larvas estejam vivas e que a temperatura da agua seja mantida em
torno de 40 graus durante o exame.

O método da placa de Agar foi introduzido por Arakaki (1988) e modificado
por Koga et al. (1991). Baseia-se no fato de que as larvas rabditides migram
facilmente no Agar, arrastam bactérias que formam coldnias marcando o seu trajeto
que fica facilmente identificavel.

E realizado com 3 a 4g de fezes colocadas no centro de uma placa de Petri
(15 cm de diametro) com Agar (Agar 1,5%, extrato de carne 0,5%, peptona 1,0% e
NaCl 0,5%). As larvas migram no Agar e formam tuneis facilmente visiveis com
microscopio de dissec¢do devido ao crescimento das colénias bacterianas. Da
mesma forma que o método de Baermann-Moraes, as fezes devem estar frescas e
s6 ha detecgéo de larvas vivas. O tempo para a leitura é de 24 a 48 horas ap6s o
cultivo das fezes.

O método de Harada-Mori (1955) se baseia em colocar 1 a 2 g de fezes

espalhadas em uma tira de papel filtro de cerca de 150x15 mm que é colocado em
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tubo de ensaio de 18x180 mm ou de 20x200 mm, contendo 7 ml de agua destilada
ou fervida, de maneira que a 4gua ndo toque nas fezes. Em seguida, obtura-se o
tubo com papel celofane, preso por meio de um anel de borracha, conservando-se o
tubo em posicao vertical durante 24 a 48 h, & temperatura ambiente (24-28°C). Por
fim examina-se a 4gua do fundo do tubo, com uma lupa, a fim de observar se
existem larvas (PESSOA & MARTINS, 1978). Esse método examina pequena
guantidade de fezes e o tempo de observacdo (24 horas) permite que ovos de
ancilostomideos sofram eclosao, levando a necessidade de exame morfologico das
larvas para sua identificagao.

Esses métodos, especialmente o de Baermann-Moraes e o da placa de Agar,
realizados em trés amostras fecais, melhoram muito a sensibilidade do exame
coproparasitolégico no diagnéstico do S. stercoralis, mas sdo mais trabalhosos,
dependem de fezes frescas, recém colhidas e, especificamente o método de Koga, €
mais dispendioso, dependendo de placas de Petri com gel de Agar. A sensibilidade
dos dois métodos é semelhante, maior do que a sedimentagdo com ou sem
tratamento com formol-éter, embora alguns autores tenham relatado o método da
placa de Agar como ligeiramente menos sensivel (STEINMANN, 2007; SATO, 1995;

SUKHAVAT, 1994; KNOPP, 2008). Porém, outros o consideram mais sensivel que o

método de Baermann (SALAZAR et al., 1995).

2.4.2 Métodos indiretos de diagnostico do Strongyloides stercoralis

As dificuldade encontradas na identificacdo das larvas nas fezes, por sua
escassez ou pela flutuagdo na sua eliminagdo, fazem com que a sensibilidade dos
exames coproparasitologicos ndo atinja 100%, mesmo com repeticbes. Alguns

autores usando a cultura em Agar atingiram sensibilidade de 90% examinado quatro
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amostras (UPARANUKRAW et al., 1999) e 84% examinando trés amostras (SATO et
al., 1995). Utilizando o método de Baermann, Dreyer et al. (1996) examinando trés
amostras identificaram 67% dos casos. A discrepancia nesses resultados € de dificil
explicacdo j& que os dois métodos se baseiam no mesmo principio e o método de
Baermann examina maior quantidade de fezes do que a cultura em placa de Agar.
Um possivel fator responsavel pela divergéncia dos resultados pode ter sido
diferencas no tempo decorrido entre a colheita das amostras e a realizagdo dos
exames. Também as caracteristicas da infeccdo nas amostras estudadas pode ter
sido muito diferente, com individuos eliminando menos larvas no estudo de Dreyer et
al.

Por essas razdes, métodos indiretos de identificacdo do parasita tém sido
tentados, incluindo: métodos para identificacdo de anticorpos parasita-especificos no
soro e outros liquidos corporeos, intradermorreagfes de resposta imediata com uso
de antigenos do parasita e identificacdo de antigenos do parasita nas fezes por

método imunoldgico ou por biologia molecular.

2.4.2.1 Diagnostico imunoldgico da infeccdo com S. stercoralis através da
pesquisa de anticorpos anti-antigenos do parasita no sangue circulante e em
outros liquidos corporeos

O diagnostico soroldgico da infeccdo com S. stercoralis tem sido feita através
da pesquisa de anticorpos séricos anti-Strongyloides pelos métodos de ELISA,
aglutinacdo e imunofluorescéncia indireta, utilizando antigenos das diversas formas
do parasita.

Aglutinacdo de particulas sensibilizadas com antigenos do

Strongyloides. Testes de hemoaglutinagdo indireta foram introduzidos em 1987 por
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Gam et al. (1987), mas foram pouco utilizados. Sato et al. (1991) introduziram um
teste de aglutinacado indireta utilizando como antigeno a fragé@o soltvel do extrato de
larvas filaridides de S. stercoralis obtidas de cultura de fezes em papel de filtro e,
como particulas aglutinantes, particulas de gelatina disponiveis no comércio. O
antigeno era fixado sobre as particulas de gelatina previamente tratadas com &cido
tanico. Antigeno obtido de larvas filaridides de S. venezuelensis tem sido também
utiizado (HUAMAN et al, 2003). O método apresenta boa sensibilidade e
especificidade quando comparado com o ELISA utilizando antigenos semelhantes,
independente de serem de S. stercoralis ou S. venezuelenesis (SATO, et al., 1991;
HUAMAN et al., 2003; SITHITHAWORN et al.,, 2005). A especificidade foi
ligeiramente maior no teste de aglutinacdo de particulas quando comparada com a
do ELISA (SITHITHAWORN et al.,, 2005). Os testes de aglutinacdo tém sido
utilizados para estudos de prevaléncia do parasita em algumas regifes, por serem
considerados de facil execugdo, mas tém sido substituidos pelo ELISA nos dltimos
anos.

Imunoflurescencia indireta utilizando larvas vivas ou particulas de larvas
de Styrongyloides. A pesquisa de anticorpos anti-S. stercoralis pela
imunofluorescéncia indireta foi inicialmente proposta utilizando como substrato para
identificacdo dos anticorpos larvas vivas de S. ratti e do S. stercoralis (GROVE &
BLAIR, 1981; GENTA & WEIL, 1982). A sensibilidade e especificidade foram
consideradas muito boas, com étima correlagdo entre os resultados obtidos com S
ratti e S. stercoralis (BOSCOLO et al., 2007). Cortes em criostato de larvas de S. ratti
e S. stercoralis podem ser utilizados, mantendo sensibilidade e especificidade acima
de 90 % (COSTA-CRUZ et al., 1997). Imunofluorescéncia indireta pode também ser

feita com particulas obtidas de larvas filaridides do S. venezuelensis liofilizadas e
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fixadas em laminas com verniz, com sensibilidade e especificidade semelhantes as
observadas com larvas cortadas no criostato (MACHADO et al, 2001). A
comparacao da imunofluorescéncia indireta com ELISA ou aglutinacé@o de particulas
de gelatina mostrou sensibilidade e especificidade semelhantes as observadas com
esses métodos (CARROL et al., 1981; KOOSHA, 2004; MOTA-FERREIRA et al.,
2009). A imunofluorescéncia indireta se mostrou de boa sensibilidade e
especificidade para identificacdo de IgA e IgG no leite e no soro de mulheres
infectadas com S. stercoralis (MOTA-FERREIRA et al., 2009).

ELISA utilizando diferentes antigenos de Strongyloides. O teste ELISA
para diagnéstico de S. stercoralis vem sendo realizado desde a década de 1980. Os
antigenos utilizados tém sido de larvas filaridides de S. stercortalis, S. ratti ou S.
venezuelenesis e, menos freqlientemente, de larvas rabditdides de S. stercoralis.
FracBes sollveis obtidas de larvas filaridides (sobrenadante de extratos brutos
dessas larvas) de S. stercoralis (NEVA et al., 1981; SATO et al., 1985; GAM et al.,
1987; MANGALLI et al., 1991), S. ratti (CARROL et al., 1981; NEVA et al., 1981;
GAM et al., 1987; RODRIGUES et al., 2007) ou S. venezuelensis (MACHADO et al.,
2008) tém sido utilizadas como antigenos para sensibilizar as placas. Alguns autores
modificaram a solubilizagdo do extrato bruto de larvas filaridides ou do S. stercoralis
ou do S. venezuelensis, tentando: (a) facilitar a extragdo, utilizando meio alcalino
(MACHADO et al., 2003), (b) aumentar a quantidade de antigeno extraido
solubilizando o extrato bruto em tampao com uréia (ROSSI et al.,1993), (c) fracionar
0 antigeno e utilizar fracbes com peso molecular abaixo de 30KD (DEKUMYQY et
al., 2002) e (d) utilizar detergentes para separar fragdes hidrofébicas (FELICIANO et

al., 2010). As diferentes manipulag6es mostraram pequenas vantagens em relagéo a
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utilizagdo de antigenos sollveis de extratos brutos, com pequeno aumento na
especificidade.

Testes ELISA tém sido utilizados para identificagéo de isotipos de anticorpos
gue reconhecem epitopos do parasita, especialmente para deteccdo dos diferentes
tipos de IgG (IgG1,IgG3 e IgG4), de IgE e IgA (COSTA-CRUZ et al., 2003;
RODRIGUES et al., 2007; RIBEIRO et al., 2010).

Anticorpos anti-Strongyloides tém sido também detectados no leite materno e
na saliva utilizando ELISA com antigenos heterélogos. A pesquisa de 1gG e IgA
parasita-especificos na saliva, utilizando fracdo hidrofébica de extrato de larvas de
S. venezuelensis mostrou boas sensibilidade e especificidade, melhores do que com
a utilizacé@o da frac&o solivel do mesmo extrato (RIBEIRO et al., 2010).

Antigenos recombinantes do Strongyloides para melhorar a
especificidade dos testes ELISA. Antigenos recombinantes produzidos a partir de
DNA complementar de bibliotecas formadas a partir de larvas filaridides de S.
stercoralis tém sido obtidos, mostrando reatividade semelhante ou melhor do que os
antigenos sométicos das larvas, sendo alguns bem mais especificos. Alguns
peptideos recombinantes, ricos em prolina, ttm mostrado alta especificidade, sendo
reconhecidos por anticorpos IgG4 e IgE, sem reacédo cruzada com outros helmintos
(RAMACHANDRAN et al., 1998). Um desses antigenos recombinantes, reconhecido
por IgE com alta especificidade, foi proposto para ser utilizado em testes
intradérmicos de resposta imediata para diagndstico de infeccdo com S. stercoralis,
j& que n&o induziu reacéo positiva em pessoas nao infectadas (RAVI et al., 2002). O
uso de um desses antigenos recombinantes em uma investigacdo epidemiolégica
em regido endémica para S. stercoralis na Argentina, mostrou que uma fragéo de 31

KD, denominada NIE, demonstrou sensibilidade e especificidade muito altas, sem
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reagdo cruzada com soros de pacientes portadores de outras parasitoses intestinais.
O teste utilizando o Ag NIE no ELISA e, especialmente no método LIPS (Luciferase
ImmunoPrecipitation System assay) mostrou ser Util para investigar a parasitose,
independente da existtncia ou ndo de outras helmintiases endémicas
(KROLEWIECKI et al., 2010). Outro antigeno recombinante recentemente isolado foi
uma strongilostatina de larvas filaridides do S. stercoralis que é especificamente
reconhecida por IgE anti-Strongyloides e n&o por IgE anti-outros helmintos
(VARATHARAJALU et al., 2011).

Outros antigenos obtidos de larvas de Strongyloides, possivelmente
Gteis em diagndsticos imunoldgicos do parasita. Antigenos de superficie e de
secrecdo e excrecdo de larvas filariformes de S. stercoralis tém sido também
obtidos, com finalidade de obter fragcdes reconhecidas por anticorpos citotrépicos,
para serem utilizadas em testes intradémicos para diagnostico de infeccdo com S.
stercoralis (BRINDLEY et al., 1988).

Western blot na identificacdo de fragbes antigénicas mais especificas
dos antigenos sollveis de larvas do Strongyloides. O uso do western blot,
utilizando as fracdes solluveis de larvas filaridides contra soro de pacientes com o
parasita, tem identificado fragbes que sdo mais especificamente reconhecidas pelas
imunoglobulinas parasita-especificas produzidas pelo hospedeiro. Fragdes de 41, 31
e 28 KD de S. stercoralis foram melhor reconhecidas por soros (IgG) de pacientes
com o parasita ou com suspeita de ter o parasita (reconhecimento acima de 88%
dos soros) do que por soros de pacientes com outras helmintiases dos quais apenas
17% reconheceram uma das fragbes (CONWAY et al., 1993 e 1994). Utilizando
extrato de larvas filaridides de S. ratti, Silva et al. (2003) encontraram 11 fracdes

entre 10 e 138 KD predominantemente reconhecidas pelos soros de pacientes com
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S. stercoralis, concluindo os autores que os extratos dessa espécie podem ser
utilizados para Western blot confirmatdério da infecgdo com Strongyloides stercoralis.

A utilizagdo do Western blot para identificagdo de fragbes antigénicas mais
especificamente reconhecidas por determinado isotipo de anticorpo, tem mostrado
que algumas fracdes sdo mais especificamente reconhecidas por IgA ou IgE anti-S.
stercoralis, permitindo a avaliacdo especifica desses anticorpos nos pacientes
infectados. Quinze fragbes do S. ratti foram reconhecidas com freqiiéncia entre 8 a
46% por soros de pacientes infectados com S. stercoralis e apenas duas
reconhecidas por soros de pacientes com outras helmintiases intestinais; as fracdes
mais reconhecidas por IgE parasita-especifica foram as de 70, 63, 61, 44 e 7 KDa
(RODRIGUES et al., 2004). Utilizando soros de pacientes com teste ELISA positivo
para S. stercoralis que eliminavam larvas nas fezes e de pacientes com teste ELISA
positivo, mas que néo tinham larvas detectadas nas fezes, Atkins et al. (1999)
mostraram que a presenca de IgA que reconhecia cinco fracdes do antigeno das
larvas filaridides, se relacionava com a ndo deteccdo das larvas rabditéides nas

fezes.

24.2.2 A especificidade nos testes para pesquisa de anticorpos anti-
Strongyloides utilizando os antigenos obtidos de larvas de S. stercoralis, S.
ratti ou S. venezuelensis

Os testes ELISA, de aglutinagdo indireta ou imunofluorescéncia indireta
apresentam problemas das reagdes cruzadas com anticorpos induzidos por outros
helmintos. A sensibilidade e a especificidade observadas nas publicagbes sobre
esses testes sdo altas, mas em muitos casos obtidas em estudos em regiées onde

as helmintiases intestinais sdo pouco prevalentes. Em estudo recente realizado na
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Franca, o uso de ELISA com os antigenos obtidos de forma convencional, em
amostra que tinha 57 pacientes com Strongyloides stercoralis, 46 com outros
helmintos intestinais e 54 com eosinofilia sem diagndstico de doenca parasitaria,
observou-se sensibilidade de 91,2% e especificidade de 93,3% com valor preditivo
negativo de 99,9% (BON et al., 2010). No entanto as reagdes cruzadas com outros
parasitas intestinais existem, e a melhora da especificidade, sem aparente alteragcéo
na sensibilidade, é conseguida pela adsor¢do dos soros com antigenos de outros
helmintos intestinais (LINDO et al., 1994; CONWAY et al., 1993). O desenvolvimento
recente dos antigenos recombinantes tende a melhorar sensivelmente a
especificidade desses testes.

Um resultado positivo de um teste soroldgico para Strongyloides stercoralis,
com utilizagdo dos antigenos convencionais, pode significar: (a) presenca do
parasita (confirmada pelo exame parasitolégico), (b) presenca do parasita, ndo
confirmado no exame parasitoldgico devido a flutuagéo na eliminagéo de larvas, (c)
contato prévio seguido de eliminacdo do parasita (cicatriz soroldgica) ou reacdo
cruzada por anticorpos produzidos por outros helmintos. Por essa razdo a utilidade
dos testes no diagndéstico do parasita € limitada. No entanto esses testes sdo muito
Uteis para: (a) inquéritos epidemioldgicos; (b) avaliar a terapéutica; (c) incrementar a
avaliagdo coproparasitologica em situacfes especiais.

Para inquéritos epidemioldgicos, uma primeira fase pode ser feita utilizando
ELISA ou aglutinacdo indireta para selecionar os individuos com anticorpos anti-
Strongyloides; nesses sera realizado exame parasitoldgico, com técnicas sensiveis
para detectar as larvas rabditoides e confirmar a presenga do parasita. Inquéritos
epidemiolégicos tém sido feitos com utilizacdo ou de ELISA ou de aglutinagéo,

mostrando geralmente prevaléncias maiores do que as observadas com a
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investigacdo somente pelo exame parasitologico (SATO et al., 1990 e 1991; SATO
et al, 1995; SITHITHAWORN et al., 2003; SOUZA-FIGUEIREDO et al., 2010).

Alguns autores tém relatado que os exames soroldgicos, especialmente
ELISA e aglutinagdo indireta, sdo Uteis para avaliar a eficacia da terapéutica.
Demonstram que os titulos dos anticorpos caem quando o parasita € erradicado.
Nos pacientes tratados que mantém titulos elevados (semelhantes aos da época do
diagnéstico) frequentemente se demonstra a presenca das larvas nas fezes,
indicando a falha terapéutica (KOBAYASHI et al., 1994; SATO et al., 1995; LOUFTY
et al., 2002).

Em situagcbes especiais, como o risco de imunossupressao que pode induzir
forma grave da doenga, o exame parasitologico deve ser realizado primeiro e se
negativo, pode ser feito um teste soroldgico, que se positivo, deve ser seguido de
uma avaliagdo coproparasitologica cuidadosa para se tentar a identificag@o de larvas

nas fezes (SATO et al.,1995).

2.4.2.3 Testes intradérmicos no diagndstico de infeccdo com o Strongyloides
stercoralis

Testes de reacéo cutanea imediata apds injecdo intradérmica de antigenos de
Strongyloides tém sido estudados ha décadas, sendo os primeiros testes feitos por
Brannon e Faust em 1949 utilizando extratos de larvas de S. fuelleborni. SATO et al.
(1986) utilizaram antigenos de secrecao/excrecdo de larvas filaridides e encontraram
reagcdo positiva em 82% de pacientes com a infeccdo comprovada e em 52% em
pacientes com infecgdo no passado e em 10% dos pacientes sem infecgao atual ou

passada. Admitiram que o teste pode ser Util no auxilio do diagnostico da parasitose.
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Neva et al. (2001), utilizaram antigenos somaticos e de secrecao/excrecdo de
larvas filaridides de S. stercoralis e observaram entre 82 e 100% de reacdes
positivas em pacientes com infeccdo comprovada, no entanto, especialmente para
0s antigenos somaticos houve reagdo cruzada em pacientes infectados com
diferentes filarias. Os autores discutem a possibilidade de melhora desses testes
com a utilizagdo de antigenos recombinantes, mais especificamente reconhecidos
por IgE. Em pacientes com Strongyloides stercoralis superinfectados com HTLV-1 a
positividade do teste intradérmico foi bem menor, fato confirmado posteriormente por

outros investigadores (PORTO et al., 2001).

2.4.2.4 Deteccdo de antigenos do S. stercoralis nas fezes por métodos
imunoldgicos ou por métodos de biologia molecular

Anticorpos monoclonais ou policlonais tém sido utilizados na tentativa de
detectar antigenos do S. stercoralis nas fezes, facilitando a identificagdo do parasita
naqueles casos onde a eliminacdo de larvas é pequena. Recentemente El-Baddry
(2009) utilizou um soro policlonal de coelho imunizado com antigenos de secrecéo/
excrecdo de vermes adultos para realizar um teste ELISA sanduiche (captura),
mostrando que o mesmo teve alta especificidade para reconhecer copro-antigenos
do S. stercoralis, em relacdo a coproantigenos encontrados em pacientes com S.
mansoni, Fasciola gigantica e Capillaria philipinensis.

A utlizagdo da reagdo de polimerase em cadeia (PCR) vem sendo
progressivamente utilizada para o diagndstico de parasitoses intestinais através da
deteccdo de DNA dos parasitas nas fezes. PCR em tempo real mostrou boas
especificidade e sensibilidade para identificar S. stercoralis (VERWEIJ et al., 2009;

KRAMME, 2010). PCR com multiplas sondas (PCR multiplex) est4 também sendo
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investigado para a pesquisa simultinea de varios helmintos intestinais
(Ancylostoma, Necator americanus, Ascaris lumbricoides e Strongyloides
stercoralis), com resultados mostrando altas sensibilidade e especificidade (BASUNI
et al., 2011). Esses métodos, no momento muito dispendiosos, poderdo no futuro,
ter o custo reduzido e a execucdo facilitada, sendo candidatos a substituir o exame
coproparasitolégico tradicional.

Como pode ser observado dos dados da literatura, o diagndstico do
Strongyloides stercoralis ainda apresenta problemas especialmente nos pacientes
com baixa eliminacdo de larvas. Embora métodos mais sofisticados para identificar
antigenos ou DNA do parasita nas fezes estejam em desenvolvimento, 0 método
coproparasitolégico é ainda o mais simples, de mais baixo custo e realizado em
qualquer laboratorio de Andlises Clinicas. Por essas razdes € sempre interessante
introduzir métodos ou modificagbes em métodos coproparasitolégicos que possam
melhorar a sua sensibilidade. Com essa intencéo levantamos a hipétese de que o
exame de todo o sedimento obtido de uma amostra consideravel de fezes pode
aumentar a sensibilidade na identificagdo das larvas. Para testar essa hipotese
propusemos a utilizacdo de um microscopio invertido para examinar de uma sé vez
em uma camara especial todo o sedimento obtido a partir de 10 ou mais gramas de
fezes e a avaliacdo dessa utilizagdo em laboratérios de rotina, comparando com o
HPJ e com métodos de Baermann-Moraes, mais sensivel na deteccdo das larvas do

parasito.
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OBJETIVOS
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Objetivo Geral
Desenvolver e avaliar uma metodologia de diagnéstico de larvas de S.
stercoralis a partir da sedimentacdo espontanea de fezes, examinando todo o

sedimento ao microscopio invertido.

Objetivo Especifico

Comparar a metodologia proposta na qual examina todo o sedimento ao
microscopio invertido a partir da sedimentacdo espontanea de fezes, com o método
de Hoffman, Pons e Janer e com o método de Baermann-Moraes, considerado de

alta sensibilidade para diagnéstico de larvas de S. stercoralis.
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MATERIAL E METODOS
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4.1. Utilizacdo do microscopio invertido para identificacdo de larvas do S.
stercoralis no sedimento obtido por sedimentacéo espontanea

Obtencdo do sedimento. As fezes frescas contidas no recipiente de coleta
eram pesadas e em seguida homogeneizadas com agua de torneira no préprio
recipiente. Em seguida o homogenado era passado através de gaze dobrada
(tamisacdo), em calice de sedimentagcdo de vidro (250ml) de modo semelhante ao
utilizado para o método de Hoffman, Pons & Janer. ApGs sedimentagdo por uma
hora, se a quantidade de fezes era grande (acima de 20g) ou de consisténcia mais
pastosa, era feita uma nova sedimentacdo, acrescentando-se agua de torneira no
sedimento.

ApoOs a segunda sedimentacdo, se ela foi necesséria, o sedimento obtido
(com volume em torno de 15 ml) era colocado em camara especial para observacéo
ao microscopio invertido.

Céamara utilizada para observagcdo do sedimento. Inicialmente as primeiras
amostras eram examinadas em frascos de cultura de células, do tipo descartavel,
para verificar a viabilidade da observagdo, sem riscos de contaminagcdo ou de
exalacdo de odores, ja que esses frascos possuem tampa de rosca. Posteriormente,
foi construida uma cémara de vidro tomando-se uma placa de vidro de 3mm de
espessura medindo 12 x 8 cm (tamanho aproximado do frasco de cultura), sobre o
qual eram coladas, com cola de silicone, tiras de vidro de 7mm de espessura
medindo 12 x 0,5 cm (tiras longitudinais) e 7 x 0,5 cm (tiras transversais). Outra
placa de vidro de 3 mm de espessura, medindo 12x8cm era utilizado para cobrir a
camara. A camara possui éarea livre 110x70 mm (descontando as paredes),
totalizando 7700 mm?. O campo microscépico com objetiva de 4x e ocular de 10x

possui 5mm de diametro com area total de 19,7 mm?. Desse modo, com a objetiva
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de menor aumento sao examinados aproximadamente 385 campos microscépicos, 0
gue era feito em média em 15 minutos.

A Figura 3 mostra o frasco de cultura e os detalhes da camara. Essa camara,
com dimensdes semelhantes a dos frascos de cultura se adapta muito bem a platina

do microscépio invertido.

&

I J» e

Figura 3. A- Frasco descartavel de cultivo celular que serviu de modelo para constru¢cdo da camara
de vidro para exame do sedimento fecal com microscépio invertido. B- Microscépio invertido utilizado

no exame do sedimento fecal com a cAmara inserida na platina.
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Microscopio invertido utilizado. Foi utilizado um microscépio invertido,
marca NIKON, equipado com ocular de 10X e objetivas de 4X, 10X e 20X.

Observacdo do sedimento. O sedimento era acrescido de duas ou trés
gotas de lugol e colocado na cdmara e apds cinco minutos era iniciada a observacao
com objetiva inicialmente de 4X e quando se suspeitava da presenca de estrutura
semelhante & larva rabditoide era feita a confirmacdo como as objetivas de 10 e
20X. Na maioria das vezes os aspectos morfolégicos das larvas eram muito bem

observados com ampliagéo de 20X.

4.2. Avaliacéo da eficacia do método para identificacdo das larvas rabditoides
de S. stercoralis utilizando o microscépio invertido

Para avaliar a efichcia da técnica proposta, foram realizadas duas
observagdes experimentais:

a) Utilizacdo da técnica em laboratorio de rotina que realizava os exames

coproparasitélogicos pelo método de Hoffman, Pons & Janer;

b) Realizagdo simultdnea, na mesma amostra, do método proposto e do

método de Baermann-Moraes, para comparagao.

Utilizacdo da técnica em laboratorio de rotina que realiza o exame
coproparasitolégico pelo método de HPJ. Para essa observacdo a técnica foi
realizada nos laboratérios de rotina do Hospital Cassiano Anténio de Moraes —
HUCAM - e do Hospital Fundacdo Concordia, de Santa Maria de Jetiba.

Nesses laboratérios, apdés a concordancia dos responsaveis, incluindo os
técnicos de nivel superior e médio, as fezes recebidas, independente da quantidade
de fezes nas amostras contidas no recipiente ou da utilizacdo ou n&do de liquidos

conservantes, foram utilizadas, simultaneamente, para realizar o HPJ (em torno de
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3g a 5g) e o restante foi utilizado para obtencdo do sedimento para analise no
microscopio invertido.

O método de HPJ era realizado no Laborat6rio do HUCAM e no laboratério do
Hospital da Fundagdo Concordia, de Santa Maria de Jetibd, como descrito em
manuais técnicos para realizacdo de exames coproparasitdlogicos, com pequenas
modificagcbes. Resumidamente, trés a cinco gramas de fezes frescas, eram
colocadas em recipiente de 50 ml, as quais se acrescentava &agua para
homogeneizagao vigorosa com um bastéo de vidro. A suspenséo obtida era filtrada
atraves de gaze dobrada em quatro, em tecido de nailon em calice de sedimentacéo
conico de 250ml, acrescentando-se cerca 100 ml de 4gua de torneira. A suspensao
era deixada em repouso por no minimo uma hora (NEVES, 2009).

Uma gota do sedimento era colocada sobre l[amina com auxilio de um canudo
de refrigerante e coberta com laminula. Eram preparadas duas laminas que eram
examinadas pelos técnicos responséaveis do laboratorio.

Para exame ao microscopio invertido era utilizado todo o restante das fezes,

gue eram pesadas e homogeneizadas como descrito anteriormente.

Amostras examinadas simultaneamente no laboratério de rotina do HUCAM.
Foram examinadas 221 amostras de fezes de pacientes atendidos nos ambulatérios

do HUCAM ou internados nas enfermarias, sem qualquer tipo de escolha.

Amostras examinadas simultaneamente no laboratério de rotina do laboratério do
Hospital da Fundacdo Concérdia, de Santa Maria de Jetib4d. Foram avaliadas
simultaneamente 102 amostras consecutivas de pacientes atendidos nos

ambulatorios da fundacéo.
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Realizacdo simultdnea, na mesma amostra, do método proposto e do
método de Baermann-Moraes, para comparacdo. Para realizar o método
Baermann-Moraes, foi utilizado o aparato de Baermann-Moraes (suporte, funil de
vidro, pinca de Mohr, gaze, tubos cénicos, centrifuga) e o exame, feito & temperatura
ambiente. Para execucdo, o funil de vidro foi preenchido com agua a 45°C. A pinca
de Mohr foi aberta com o objetivo de deixar escorrer uma pequena quantia de agua
para evitar a formagdo de bolhas de ar na haste e no tubo de borracha. Foram
colocadas de 8 a 10 g de fezes sobre uma gaze dobrada em quatro, formando-se
uma pequena trouxa que foi levemente pressionada sobre uma folha de papel,
achatando-se a base, a fim de aumentar a superficie de contato com a agua. A
trouxa era posicionada sobre a superficie da dgua, sem provocar sua imersdo. O
conjunto foi deixado em repouso durante 60 minutos e, ap0s esse tempo, todo
liquido foi coletado em tubo cénico Falcon® de 15 ml e centrifugado a 1500 rpm
durante um minuto. O sedimento foi recolhido (mesmo quando n&o havia formagé&o
de sedimento visivel a olho nu) e trés laminas foram observadas a microscopio
6ptico com objetiva no aumento de 10x (PESSOA & MARTINS, 1978).

As amostras para realizagdo do Baermann-Moraes e o exame do sedimento ao
microscopio invertido, simultaneamente, foram obtidas de pacientes atendidos no
HUCAM, que entregavam fezes colhidas no dia. Apés a retirada da amostra para o
Baermann-Moraes (10g), outras 10g eram utilizadas para sedimentagdo espontanea
e observadas com o microscopio invertido.

O método de Baermann-Moraes foi realizado no laboratério de Parasitologia do
Departamento de Patologia do Centro de Ciéncias da Saude da UFES.

O projeto, intitulado “Diagnéstico de Strongyloides stercoralis a partir da anélise

de sedimento obtido com dez ou mais gramas de fezes: proposta de um método

45



com uso de microscopio invertido” foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
(CEP) da Universidade Federal do Espirito Santo (nimero 220/10).
As analises estatisticas, quando necessarias, foram realizadas com a utilizacao

do SPSS versédo 11.5 para Windows.
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5.1. A execucdao da técnica para observagdo do sedimento com a utilizacdo do
microscoépio invertido

A quantidade de fezes utilizada para a obtengdo do sedimento foi muito
variavel. Inicialmente foram examinadas amostras com 10, 20, 30, 40 e 50 gramas
para verificar a viabilidade de examinar todo o sedimento. A quantidade de
sedimento examinado era semelhante no volume, independendo da quantidade de
fezes, com o volume ficando em torno de 15 mL e a observacdo ao microscopio
invertido era sempre possivel mesmo em sedimentos obtidos com as 50 gramas de
fezes. A observacgdo era melhor com quantidades de fezes variando entre 10 e 30
gramas.

A observacdo no menor aumento mostrava o sedimento com grande
quantidade de particulas representadas por fragmentos de alimentos néo
completamente digeridos e cristais de diversas naturezas, referidos genericamente
como debris, também observados no exame do sedimento quando se realiza o HPJ.
No entanto, apesar dos debris observados, j& com a objetiva de 4X era possivel
identificar as larvas o que era muito facil quando eram moveis (Figura 4). No
entanto, as larvas mortas eram também facilmente identificaveis. Na maioria das
vezes 0 exame microscopico foi feito no primeiro sedimento, sendo pouco frequente
0 uso de duas lavagens.

Ao observar as larvas, fazia-se a sua identificacdo com a objetiva de 20X que
permitia a visualizacdo das caracteristicas morfoldgicas das mesmas rabditoides
(bulbo do esobfago, tubérculo genital e extremidade rombdide da cauda) que permitia
a diferenciacdo com larvas de ancilostomideos. Quando as larvas eram moveis,
eram mais facilmente identificadas pelo movimento ondulatério, tipico de larvas

rabditdides do Strongyloides. Se necessario as larvas podiam ser colhidas com
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Figura 4. Fotomicrografias do sedimento examinado com o microscépio invertido mostrando campos

com larvas rabditdides vistas com objetiva de 4x(A), 10x(B) e 20x(C e D).
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pipeta de Pasteur diretamente da camara, coradas com lugol e examinadas entre

lAmina e laminula no microscopio convencional.

5.2. Resultados observados com a utilizagdo do microscépio invertido em
laboratérios de rotina que realizam somente o HPJ

Nos 221 exames realizados no laboratério do HUCAM, nos quais foram
realizados o HPJ e o exame com o microscépio invertido a quantidade de fezes
variou entre 10 e 59 gramas com média de 20,3 e mediana de 19 gramas (Anexo 1).
Os dados sobre idade e sexo dos pacientes que forneceram as amostras estao no
anexo 1.

A Tabela 1 mostra os resultados obtidos na pesquisa de larvas rabditoides no
HPJ e na observacao de todo o sedimento com o microscopio invertido. Como pode
ser visto, o HPJ de rotina identificou larvas rabditéides em 9 das 221 amostras
(4,07%) enquanto que o exame de todo o sedimento no microscopio invertido
identificou em 20 amostras (9,05%), totalizando 11 casos que ndo haviam sido
identificados no HPJ. A frequiéncia observada com o HPJ ficou dentro dos valores de
frequéncia do S. stercoralis observados no laboratério do HUCAM (4,5 % em
pacientes adultos, freqiéncia encontrada por Marques et al. (2010), no mesmo
Hospital). O célculo do indice de concordancia entre os dois métodos mostrou
resultado muito baixo (valor de k= 0,598), considerado como indicador de uma
concordancia apenas regular. O uso do microscépio invertido no exame de todo o

sedimento aumentou a sensibilidade em 122%.
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Tabela 1. Comparacdo dos resultados obtidos na pesquisa de larvas rabditdides de S. stercoralis
utilizando o método de Hoffman, Pons & Janer da rotina do laboratério e a observagdo de todo o

sedimento obtido por sedimentagdo espontanea, com o uso do microscopio invertido.

Métodos Hoffman, Pons & Janer Totais
Microscopio Invertido Positivo Negativo
positivo 9 (4,07%) 11 20 (9,05%)
negativo 0 201 201
Totais 9 212 221

indice de concordancia kappa =0,598 (DP=0,108); p=0,000
No laboratério de rotina do Hospital da Fundacéo Concérdia, de Santa Maria
de Jetib4, foram examinadas 102 amostras das quais 10 foram positivas pelo exame
do sedimento no microscopio invertido (9,9%), freqiiéncia de exames positivos para
Strongyloides muito superior & observada na rotina desse laboratério (em torno de
2% dos casos examinados nos seis meses que antecederam o periodo em que
realizamos o exame de todo o sedimento com o microscopio invertido). A idade e

género dos pacientes cujas amostras foram analisadas estdo no anexo 2.

5.3. Resultados do exame feito com o microscopio invertido e com o método
de Baermann-Moraes, nas mesmas amostras

Foram avaliadas 112 amostras de fezes frescas, com quantidade que permitia
a realizacdo do Baermann-Moraes com 10g e da sedimenta¢é@o espontanea também
com 10 g. A tabela 2 resume os resultados dessa observacdo. Das 112 amostras, 11
foram positivas no Baermann-Moraes e as mesmas foram também positivas no
exame ao microscopio invertido. O indice de concordancia kappa foi igual a 1, com
100% de concordancia entre os dois métodos. E interessante observar que a

prevaléncia observada de casos positivos para Strongyloides stercoralis de exames
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positivos (9,82%) foi semelhante & observada no laboratério de rotina do HUCAM,

com o uso do microscoépio invertido (9,05%).

Tabela 2. Comparacdo dos resultados obtidos na pesquisa de larvas rabditdides de S. stercoralis
utiizando o método de Baermann—Moraes e a observacdo de todo o sedimento obtido por

sedimentacdo espontanea, utilizando o microscépio invertido.

Métodos Baermann-Moraes Totais
Microscépio Invertido Positivo Negativo
positivo 11 0 11
negativo 0 101 101
Totais 11 101 112

indice de concordancia x= 1,00

Nos casos positivos para larvas de S. stercoralis, estas eram contadas. O resultado
da contagem se encontra na tabela 3. De modo geral o nimero de larvas
observadas no Baermann-Moraes era maior do que no microscopio invertido,

embora um teste de t pareado ndo tenha mostrado significancia na diferencga.
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Tabela 3. Numero de larvas contadas no método de Baermann-Moraes e no exame de todo o

sedimento com o microscépio invertido.

Amostra NUmero de larvas

Baermann-Moraes Microscopio invertido

1 11 6

2 344 398
3 132 358
4 2666 497
5 765 287
6 14 13
7 21 38
8 17 43
9 321 127
10 26 35
11 nd nd

5.4. Avaliacdo do sedimento obtido de fezes preservadas com formol
tamponado ou com solugdo de mertiolate, formol e iodo (MIF)

Foram examinadas amostras de fezes preservadas, nas quais se demonstrou
previamente, quando frescas, a presenca das larvas pelo Baermann-Moraes. A
fixacdo com formol 4% tamponado ndo modificou a observagéo das larvas que eram
facilmente identificadas. Da mesma forma, a utilizagcdo do MIF nas preservacdo de
fezes encaminhadas aos laboratério de rotina do HUCAM néo alterou a observagao

das larvas.
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DISCUSSAO
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O método de sedimentagdo espontdnea seguida do exame em microscopio
invertido, examinando todo o sedimento, é de facil execu¢ao, consumindo um tempo
semelhante ao da realizagdo de um HPJ de rotina. Para realizar a sedimentacdo séo
utilizados os mesmos materiais do HPJ de rotina e o exame da camara com a
objetiva de 5X consome no maximo 15 minutos, tempo necessario para o resultado
negativo. As larvas sdo facilmente identificaveis, mesmo nos sedimentos como maior
quantidade de debris. O Unico equipamento necessario € o microscopio invertido,
dos utilizados para examinar frascos de cultura. Embora seja um microscopio
especial, o seu custo é semelhante aos microscopios usados nos laboratorios de
rotina.

Os resultados da comparacdo do exame do sedimento no microscopio
invertido com o realizado com o0 método de Baermann-Moraes mostrou
concordancia de 100%. O método de Baermann-Moraes € considerado um dos mais
sensiveis para identificacdo de larvas rabditéides do S. stercoralis, embora a
sensibilidade em identificar casos positivos varie com o numero de amostras
examinadas. No estudo aqui realizado, havia interesse em comparar o exame feito
pelos dois métodos na mesma amostra, pois o alvo era verificar a capacidade de
cada método em identificar as larvas em uma determinada amostra. Assim
considerando, na comparagdo aqui apresentada, o exame de todo o sedimento
obtido tem a mesma sensibilidade do Baermann-Moraes na identificagéo de larvas
rabditdides em uma determinada amostra de fezes.

O exame de todo o sedimento com o microscépio invertido tem, sobre o
método de Baermann-Moraes vantagem de poder ser realizado com fezes
preservadas com os fixadores habituais (formol tamponado ou MIF). De fato,

amostras positivas no Baermann-Moraes eram fixadas com formol tamponado a 4%
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e posteriormente examinadas com o microscopio invertido e as larvas mortas eram
facilmente observadas. De modo semelhante larvas em fezes preservadas com MIF
eram também facilmente identificadas.

Por outro lado a sedimentacéo é precedida pela tamisacdo em gaze dobrada.
Anamnart et al., (2010) demonstraram que um numero grande de larvas pode ficar
retida nas malhas da gaze dobrada, razdo pela qual propuseram a utilizacéo de tela
metalica com malha de 1,2 mm para fazer a tamisa¢cdo. Demonstraram, comparando
a tamisacdo em gaze dobrada com a feita com tela metélica, que a recuperacao de
larvas é significativamente maior quando se utilizou a tela metalica. Nao fizemos
uma observagdo comparativa, mas verificamos que o uso de uma peneira de nylon
pequena, embora possa reter larvas, rettm em menor quantidade do que a gaze
dobrada utilizada no processo de tamisagdo. Por essa razdo, sugere-se que a
tamisacdo seja feita utilizando essas peneiras domésticas de nylon com malha de 1
x 1 mm. Essas pequenas peneiras sdo feitas em material plastico, que suportam
lavagem em solu¢bes concentradas de hipoclorito, sendo facilmente esterilizaveis,
podendo ser reutilizadas.

Quanto ao numero de larvas observadas por amostra examinada nos dois
métodos, de modo geral no método de Baermann-Moraes foram contadas mais
larvas do que no exame do sedimento com o microscépio invertido. Isso
provavelmente estd relacionado ao fato de a tamisacdo na gaze reter grande
ndmero de larvas como, demonstraram Anamart et al. (2010).

Comparado com o HPJ realizado na rotina dos laboratérios do HUCAM e da
Fundacé@o Hospitalar de Santa Maria do Jetiba, a utilizacdo do exame de todo o
sedimento com o microscépio invertido, incrementou o diagnostico de larvas do

Strongyloides em no minimo 120%. Considerando que esse método pode ser feito
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com fezes preservadas e cuja sensibilidade é comparavel ao método de Baermann-
Moraes, pode-se recomenda-lo nos laboratérios de rotina, em substituicdo a este
método ou outros mais trabalhosos como a cultura em placa de Agar.

Em resumo os resultados demonstram que para a identificagéo de larvas do
Strongyloides stercoralis todo o sedimento obtido a partir de 10 ou mais gramas de
fezes pode ser examinado em um Unica camara, utilizando um microscépio invertido,
permitindo a identificacdo das larvas com sensibilidade semelhante a do método de

Baermann-Moraes.
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CONCLUSAO
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1- O uso do microscopio invertido permite a identificacdo de larvas do
Strongyloides stercoralis, examinando em camara de vidro, de uma sé vez, todo o
sedimento obtido de dez ou mais gramas de fezes, apds sedimentagdo espontanea

em calice cbnico utilizado na rotina de exame coproparasitolégico.

2- O uso do exame do sedimento ao microscépio invertido mostrou boa
sensibilidade para o diagnéstico do Strongyloides, apresentando concordancia de
100% com o método de Baermann-Moraes, quando realizados os dois métodos

simultaneamente nas mesmas amostras.

3- Quando utilizado em laboratério de rotina, o exame do sedimento obtido de
toda a amostra fecal enviada, com uso do microscépio invertido, aumentou o
diagnéstico do Strongyloides em pelo menos 110%, em comparagcdo com o
diagnostico com o método de Hoffman, Pons & Janer realizado rotineiramente nas

mesmas amostras, confirmando a boa sensibilidade do método.
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Anexo |

Peso das amostras e idade e género dos pacientes incluidos no estudo provenientes do Laboratorio

de rotina do Hospital Cassiano Antonio de Moraes (HUCAM). Os casos marcados em cinza sao

positivos para Strongyloides stercoralis.

PESO DAS PESO DAS
AMOSTRAS R IDADE AMOSTRAS R IDADE
EXAME (9) GENERO (anos) EXAME (9) GENERO (anos)
1 13 M 50 112 25 F 61
2 14 M 40 113 27 F 45
3 17 M 45 114 28 F 76
4 12 M 49 115 15 M 45
5 16 M 42 116 10 M 17
6 14 F 28 117 10 F 20
7 12 F 36 118 20 F 53
8 13 M 49 119 25 M 6
9 11 M 49 120 18 F 11
10 12 M 14 121 23 F 22
11 15 M 6 122 20 M 58
12 12 F 72 123 20 M 24
13 14 M 49 124 21 F 1
14 21 M 7 125 15 F 18
15 15 F 25 126 25 F 1
16 13 F 44 127 15 F 72
17 11 M 46 128 10 F 36
18 18 F 34 129 30 M 72
19 15 F 30 130 17 M 1
20 13 F 31 131 15 F 35
21 12 F 87 132 10 F 8
22 15 F 73 133 25 F 35
23 20 F 17 134 16 M 4
24 34 F 135 20 M 45
25 19 M 136 10 M 74
26 16 F 24 137 12 M nd
27 25 F 67 138 26 M 70
28 20 F 44 139 24 F 2
29 20 F 54 140 10 F 48
30 10 F 54 141 27 F 30
31 30 M 9 142 30 F 52
32 23 F 18 143 17 F 45
33 15 F 17 144 22 M 7
34 25 F 3 145 44 M 75
35 15 F 11 146 26 F 58
36 30 F 55 147 26 M 6
37 10 F 55 148 13 M
38 14 F 14 149 13 F 42
39 25 M 83 150 49 M 7
40 23 M 33 151 28 M 18
41 22 F 15 152 10 M 23
42 20 M 21 153 11 F 64
43 15 M 56 154 16 F 50
44 20 F 47 155 17 M 51
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Anexo Il

Género e idade dos pacientes incluidos no estudo provenientes do Hospital Cassiano Antonio de
Moraes (HUCAM) para andlise com os métodos de Baermann-Moraes e o exame de todo o
sedimento com o auxilio do microscopio invertido. Os casos marcados em cinza sdo positivos para

Strongyloides stercoralis.

EXAME GENERO IDADE (anos) EXAME GENERO IDADE (anos)
1 M 50 57 F 38
2 M 41 58 M 54
B F 76 59 F 54
4 M 50 60 F 72
5 M 51 61 M 53
6 M 54 62 M 34
7 M 70 63 F 55
8 M 60 64 M 23
9 M 65 65 M 44

10 M 34 66 M 11
11 M 47 67 F 44
12 F 48 68 M 52
13 M 55 69 F 52
14 M 61 70 F 52
15 M 73 71 F 31
16 M 65 72 F 58
17 F 12 73 F 13
18 M 47 74 M 58
19 M 64 75 M 47
20 M 57 76 F 56
21 F 39 77 F 58
22 M 8 78 M

23 F 67 79 M

24 F 53 80 F 79
25 M 1 81 M nd
26 M 45 82 M 2
27 F 52 83 F 20
28 F 49 84 F 68
29 M 36 85 F nd
30 M 60 86 F 14
31 F 19 87 M 21
32 M 49 88 M 55
33 M 9 89 F 44
34 M 73 9 M 46
35 F 63 91 M 33
36 M 60 92 F 50
37 F 64 93 F 50
38 M 24 94 F 50
39 F 39 95 M 46
40 M 59 % M 44
41 M 51 97 F 71
42 M 38 98 M 44
43 F 60 99 F 74
44 M 69 100 F 53
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Anexo Il

Género e idade dos pacientes incluidos no estudo provenientes do Laboratério de rotina do Hospital
Fundacdo Concodrdia, de Santa Maria de Jetibad. Os casos marcados em cinza sdo positivos para

Strongyloides stercoralis.

EXAME GENERO  IDADE (anos) EXAME GENERO IDADE (anos)
1 M 21 52 M 42
2 F 63 53 F 38
3 M 4 54 F 10
4 F 21 55 M 9
5 F 51 56 M 12
6 F 33 57 F 14
7 M 48 58 M 24
8 F 51 59 F 29
9 M 17 60 M 45

10 F 48 61 F 28
11 F 2 62 F 65
12 M 30 63 M 31
13 F 30 64 M 32
14 F 54 65 F 37
15 F 46 66 M 19
16 F 31 67 F 41
17 F 20 68 F 64
18 M 30 69 M 74
19 M 38 70 F 71
20 M 26 71 F 10
21 M 17 72 F 41
22 F 29 73 M nd
23 M 2 74 F

24 M 23 75 F

25 F 70 76 F 49
26 M 31 77 M 40
27 M 3 78 F 43
28 F 24 79 M 63
29 M 64 80 F 37
30 F 25 81 M 11
31 F 58 82 F 45
32 F 20 83 M 49
33 F 1 84 M 16
34 F 1 85 M 70
35 M 1 86 F 31
36 M 18 87 M 70
37 F 37 88 M 6
38 M 4 89 M 10
39 F 32 90 F 38
40 F 19 91 M 38
41 F 23 92 M 8
42 F 34 93 M 13
43 M 6 94 M 2
44 F 16 95 M 64
45 M 60 96 F 8
46 F 42 97 F 17
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