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Resumo

Avaliacédo e descricdo comparativa de métodos diagnosticos da
esquistossomose e estudos de variabilidade genética de Schistosoma
mansoni

A esquistossomose € uma infeccdo que afeta cerca de 240 milhdes de pessoas no
mundo, e estima-se que mais de 700 milhdes de pessoas vivam sob risco de
infeccdo em areas endémicas. A visualizacdo direta de ovos do parasito nas fezes
do individuo infectado é o diagndstico confirmatério, entretanto, resultados negativos
ndo descartam a ocorréncia de infeccdo, principalmente em areas de baixa
endemicidade, onde os individuos apresentam baixas cargas parasitarias,
consequentemente, quantidade diminuida de ovos nas fezes, podendo levar a
prevaléncias subestimadas, ou resultados falsos negativos quando aplicados
métodos diagndsticos de baixa sensibilidade. Este foi um trabalho de critério
amostral por conveniéncia, desenvolvido na localidade Candeal, Estancia, Sergipe
(Brasil), e teve como objetivo principal, avaliar métodos diagndésticos da
esquistossomose mansdnica no maior grupo amostral abordado fora do continente
africano, utilizando como referéncia o método Helmintex, e estudar a diversidade
genética entre isolados de S. mansoni geograficamente distintos. Os métodos
utilizados na avaliacdo comparativa foram: Helmintex, Kato-Katz, teste rapido de
urina POC-CCA e Western Blot utilizando o antigeno microssomal de vermes adultos
(MAMA). As estimativas de prevaléncia encontradas foram de 40,6% (Helmintex),
11,9% (Kato-Katz), e 71,6% (POC-CCA). O Western Blot foi testado em um
subgrupo de individuos infectados e nédo infectados, apresentando resultado de
76,8% de prevaléncia versus 56,5% diagnosticado pelo Helmintex, demonstrando a
ocorréncia de resultados falsos positivos, identificados majoritariamente em
amostras com cargas parasitarias inferiores a 1 ovo por grama de fezes. Os
resultados obtidos confirmam que o método Helmintex apresenta a maior
sensibilidade na deteccdo de infec¢do por S. mansoni entre os métodos disponiveis,
especialmente em situaces de baixa carga parasitaria, podendo ser utilizado como
método de referéncia do diagndstico da esquistossomose mansoénica. As analises de
diversidade genética abordaram cinco diferentes regiGes brasileiras, e demonstram a
presenca de dois haplétipos, apontando para a auséncia de diversidade genética
significativa entre isolados dos Estados de Sergipe, Minas Gerais, Rio de Janeiro e
Rio Grande do Sul. Quando comparadas geneticamente a isolados africanos, os
isolados apresentaram maiores similaridades genéticas com amostras de Senegal e
Nigéria, sugerindo a possivel origem e diversificacdo dos parasitos hoje ocorrentes
no Brasil, nestas regides.

Palavras-chave: Esquistossomose, Schistosoma mansoni, Helmintex, diagndstico.



Abstract

Evaluation and comparative description of schistosomiasis diagnostic
methods and genetic variability studies of Schistosoma mansoni

Schistosomiasis is an infection that affects about 240 million people worldwide, and it
is estimated that more of 700 million people are at risk of infection in endemic areas.
The direct visualization of the parasite eggs in the feces is the confirmatory
diagnosis, however, negative results do not rule out the occurrence of infection,
especially in areas of low endemicity, where the individuals present low parasitic
burden, consequently, may lead to underestimated prevalence or false negative
results when low sensitivity diagnostic methods are applied. This was a convenience
criteria study, developed in Candeal, Estancia, Sergipe (Brazil), and had as main
objective to evaluate the diagnostic methods of schistosomiasis mansoni in the
largest sampled group outside the African continent, using the Helmintex has
reference method, and to study the genetic diversity between Schistosoma mansoni
isolates. The methods used in the comparative evaluation were: Helmintex, Kato-
Katz, POC-CCA urine rapid test and Western Blot using the adult microsomal antigen
(MAMA). The prevalence estimates were 40.6% (Helmintex), 11.9% (Kato-Katz), and
71.6% (POC-CCA), respectively. Western Blot was tested in a subgroup of infected
and uninfected individuals, presenting a 76.8% prevalence result, versus 56.5%
diagnosed by Helmintex, demonstrating the occurrence of false positive results,
identified mainly in samples with lower parasitic burdens to 1 egg per gram of feces.
The results obtained confirm that Helmintex method presents the highest sensitivity
in the detection of S. mansoni infection among the available methods, especially in
situations of low parasitic burden, and it can be used as a reference method for the
diagnosis of schistosomiasis. Genetic diversity analysis addressed five different
Brazilian regions and demonstrated the presence of two haplotypes, pointing to the
absence of significant genetic diversity among isolates from the states of Sergipe,
Minas Gerais, Rio de Janeiro and Rio Grande do Sul. When compared genetically to
African isolates, the samples presented greater genetic similarities with samples from
Senegal and Nigeria, suggesting the possible origin and diversification of the
parasites that currently occur in Brazil, in these African regions.

Key words: Schistosomiasis, Schistosoma mansoni, Helmintex, diagnosis.
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Apresentacao

A presente Tese de Doutorado é composta por trés capitulos, e cada um deles
€ constituido por manuscritos publicados ou a serem submetidos a periddicos
cientificos, onde estéo descritos os resultados obtidos neste trabalho. Inicialmente, a
generalidade dos temas abordados nesta Tese é introduzida, juntamente com
objetivos gerais e justificativas. Posteriormente, sdo apresentados os capitulos
especificos, demonstrando os resultados encontrados em cada foco experimental

proposto.

O Capitulo | apresenta a analise comparativa e o desempenho apresentado por
trés diferentes métodos diagndsticos da esquistossomose mansbnica em uma area
de alta prevaléncia no nordeste do Brasil. Os dados obtidos neste estudo estédo
compilados no manuscrito “Study of diagnostic accuracy of Helmintex, Kato-
Katz, and POC-CCA methods for diagnosing intestinal schistosomiasis in
Candeal, a low intensity transmission area in northeastern Brazil”, publicado no
periodico PLoS Neglected Tropical Diseases em marco de 2018. Neste estudo, foi
analisado um grande numero de amostras humanas para avaliar o desempenho dos
métodos Helmintex, Kato-Katz e POC-CCA. Os resultados obtidos permitiram a
determinacdo dos limites de deteccdo da infeccdo de acordo com as cargas
parasitarias apresentadas, e a consequente demonstracdo de um método passivel

de ser considerado padrédo ouro no diagndéstico da esquistossomose.

O Capitulo Il apresenta a avaliacdo de desempenho do método Western Blot
utilizando o antigeno microssomal de vermes adultos (MAMA) para o diagndstico da
esquistossomose, frente aos resultados obtidos com o método Helmintex. Neste
capitulo estdo descritos os principais resultados obtidos, que ap6s o término das
andlises irdo compor o manuscrito “Evaluating an adult microsomal antigen
(MAMA) to detect Schistosoma mansoni infection in a highly endemic area in
Candeal, Sergipe (Brazil).” Para a realizacdo deste estudo foram selecionados
soros de pessoas infectadas e nao infectadas, cujos resultados foram analisados de

acordo com as cargas parasitarias demonstradas pelo método Helmintex.

O Capitulo 1l é composto por estudos de diversidade genética de isolados

brasileiros de Schistosoma mansoni, em comparacdo a isolados africanos



depositados na Schistosomiasis Collection. Estes estudos foram desenvolvidos
durante o periodo de Doutorado Sanduiche na Divisdo de Parasitos e Vetores do
Natural History Museum of London. O Capitulo apresenta os principais achados, que
apos término das analises serdo compilados no manuscrito intitulado “Genetic
diversity within Schistosoma mansoni: DNA barcoding reveals one genetic
group in Brazil”. Para realizacdo do estudo, foram utilizadas amostras de vermes,
cercarias, miracidios e ovos de S. mansoni provindos de duas regiées do Estado de
Sergipe, Rio de Janeiro, Minas Gerais e Rio Grande do Sul. Os resultados obtidos
demonstram a ocorréncia de um Unico grupo genético de parasitos no Brasil, com
similaridade genética relacionada a isolados do Senegal e Nigéria. Os dados
sugerem a insercao e dispersao parasito no Brasil, a partir do periodo de migracao

entre os dois continentes.

Os Capitulos 1l e 11l apresentam os resultados redigidos em portugués, os quais
serdo traduzidos e formatados, para posterior submissdo aos periddicos The
American Journal of Tropical Medicine and Hygiene e International Journal for

Parasitology, respectivamente.

Por fim, a presente Tese possui um anexo, no qual estdo descritos 0s
aprendizados e experiéncias obtidos durante o Doutoramento, contemplando as
vivéncias de campo, as colaboracbes com grupos externos e 0S manuscritos
desenvolvidos em coautoria. Por fim, sdo apresentadas as consideracdes finais e

perspectivas.

A banca examinadora € composta por: Dra. Silvia Dias de Oliveira (Escola de
Ciéncias - Pontificia Universidade Catdlica do Rio Grande do Sul), Dra. Marilise
Brittes Rott (Instituto de Ciéncias Basicas da Saude - Universidade Federal do Rio
Grande do Sul) e Dr. Martin Johannes Enk (Laboratorio de Parasitoses Intestinais e

Malacologia - Instituto Evandro Chagas).
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1. Introducéao

1.1 Schistosoma mansoni

O Schistosoma mansoni Sambon, 1907, é um trematddeo digenético
pertencente ao filo Plathyhelminthes, Classe Trematoda, Ordem Strigeiforme,
Superfamilia Schistosomatoidea e Familia Schistosomatidae (Silva et al, 2008). O S.
mansoni apresenta diferencas marcantes em relacdo aos demais trematddeos, uma
vez que os individuos possuem dimorfismo sexual (Figura 1), embora tenham

evoluido a partir de ancestrais hermafroditas (Combes, 1990).

Considerando as caracteristicas morfolégicas dos vermes adultos, a presenca
e posicdo de espiculo nos ovos, as caracteristicas do ciclo biolégico e as
especificidades pelos hospedeiros intermediarios e definitivos, as espécies do
género Schistosoma podem ser divididas em quatro grupos distintos, a saber: Grupo
japonicum (S. japonicum, S. sinensium, S. mekongi e S. malayensis); Grupo
haematobium (S. haematobium, S. bovis, S. mattheei, S. margrebowiei, S.
intercalatum e S. leiperi; Grupo indicum (S. indicum, S. spindale, S. incognitum e S.
nasale) e Grupo mansoni (S. mansoni, S. rodhaini; S. hippopotami e S. edwardiense)
(Silva et al, 2008).

Figura 1: Vermes macho e fémea de Schistosoma mansoni vistos em
microscopio eletrdnico.

Fonte: //www.sciencemag.org.
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As principais espécies causadoras de infeccdes em humanos sdo S.
haematobium, causadora de infecgdes no trato génito-urinario, S. japonicum e S.
mansoni, responsaveis por infec¢fes intestinais, sendo o Ultimo o Unico agente
etiologico encontrado no Brasil (Center for Disease Control and Prevention, 2018).
Estes possuem ciclo de vida heter6xeno, necessitando de um hospedeiro
intermediario e um hospedeiro definitivo para completar seu desenvolvimento.
Segundo Combes (1990), inicialmente estes parasitos se adaptaram a roedores, e
diante das pressdes evolutivas, ampliaram seus hospedeiros definitivos aos primatas

nao-humanos e atualmente aos humanos.

1.2 Ciclo de vida de Schistosoma mansoni

Os ovos de S. mansoni sdo bastante caracteristicos. Medindo cerca de 150 um
de comprimento e 65 um de largura, apresentam um formato “ovéide”, porcéo
posterior mais volumosa, e um espinho lateral conspicuo e agudo, sendo esta uma
caracteristica confirmatoria da presenca do parasito em visualizagcdo microscopica.
Cerca de 300 ovos imaturos sao eliminados pelas fémeas diariamente, no interior
das veias mesentéricas inferiores. Estes atravessam o endotélio e membrana basal
das veias, e ap0s atravessam o0 epitélio do intestino, sendo excretados no meio
externo juntamente com as fezes do hospedeiro definitivo (Rey, 2001). Acredita-se
gue cerca de 50% do total de ovos postos conseguem percorrer o caminho até
serem expelidos, completando assim o ciclo de vida (DeWalick et al, 2011). Apés
serem eliminados no meio, a sobrevida dos ovos depende de fatores como

consisténcia das fezes e temperatura do meio (Silva et al, 2008).

Apébs eclosao dos ovos, os miracidios nadam livremente até encontrarem o
hospedeiro intermediario, moluscos aquaticos, em especial os do género
Biomphalaria (Machado e Silva et al, 2008). Ao entrarem em contato direto com o
molusco, os miracidios penetram em suas partes moles através de seus movimentos
circulares. Durante as fases seguintes do desenvolvimento no interior do molusco,
as células germinativas se reproduzem e sofrem diferenciacdo, mantendo o sexo do
miracidio que as originou. Estima-se que um unico miracidio pode gerar de 100 a
300 mil cercérias (Silva et al, 2008).
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As cercarias apresentam cerca de 500 um de comprimento, e uma organizagao
complexa. Seu corpo alongado e cilindrico, com uma cauda bifurcada é fundamental
para seu deslocamento na agua. A luz e o calor séo fatores essenciais a eliminacao
das cercérias, ocorrendo preferencialmente nas horas mais claras do dia. Quando
liberadas no meio, as cercarias respondem a diversos fatores ambientais, entretanto
€ consensual que quanto maior a atividade de locomo¢do na agua, maior a
probabilidade de encontrar o hospedeiro vertebrado, ndo sendo ainda demonstrada

atracdo direta entre parasito e hospedeiro (McKerrow, 2003).

Uma vez ocorrida a penetracdo no hospedeiro vertebrado, o tegumento se
especializa em absorver e secretar substancias, em consequéncia da alteracdo do
meio aquatico para o meio complexo do hospedeiro, que, consequentemente, atuam
como alvo de reacfes imunolégicas do hospedeiro definitivo. Apds atravessar a
pele, e transformar-se em esquistossémulo, o parasito se desloca da epiderme em
direcdo a derme, migra através da via sanguinea ou linfatica até os pulmdes, de
onde se desloca, apds dois ou trés dias, para o figado. Neste 6rgdo os vermes
adultos acasalam e migram para as veias mesentéricas do intestino, onde as fémeas
passam a liberar os ovos. Parte destes, quando liberados na luz intestinal, é
eliminada juntamente com as fezes do hospedeiro, dando continuidade ao ciclo
(Lenzi et al, 2008) (Figura 2).
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Figura 2: Ciclo biologico de Schistosoma spp.
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Fonte: Adaptado de dpd.cdc.gov

Fonte: Adaptado de https://www.cdc.gov/parasites/schistosomiasis/biology.html.

1.3 Caracteristicas genéticas de Schistosoma mansoni e o uso de marcadores
moleculares no estudo de diversidade genética

O S. mansoni apresenta um genoma dipléide, formado por sete pares de
cromossomos autossémicos e um par de cromossomos sexuais. As fémeas séo
heterogaméticas, contendo um par de cromossomos ZW, enquanto os machos
possuem o par ZZ (Short & Grossman, 1981).

O complexo de genes codificantes do RNA ribossomal (rRNA) foi a primeira
regido de DNA repetitiva descrita para S. mansoni. Este complexo, caracterizado
como uma unidade repetida em tandem apresenta abudancia em torno de 100
unidades a cada genoma hapldide. Desta forma, cada uma destas unidades codifica
os trés grupos conservados de rRNA eucaridticos (5,8S, 18S e 28S), intercaladas
com DNA nao transcrito (Simpson et al, 1984). A familia de rRNA é polimérfica e
apresenta cerca de 10% das unidades repetitivas, demonstrando heterogeneidade

no tamanho destas sequéncias (Simpson et al, 1984). Desta forma, o estudo das
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sequéncias de rDNA nuclear e rDNA mitocondrial (16S) de diversas espécies de
Schistosoma séo utilizados como alvo no desenvolvimento de farmacos que agem
no bloqueio de fun¢des mitocondriais, por exemplo. O aumento da disponibilidade de
sequéncias completas de DNA mitocondrial também forneceu oportunidade de
selecionar e desenvolver marcadores moleculares que permitiram a organizacao
filogenética, além da discriminacéo interespecifica, entre isolados e até mesmo em
populacdes de S. mansoni (McManus & Hope, 1993; Lockyer et al, 2003; Ballard &
Whitlock, 2004; Culleton et al, 2011).

Dentre os marcadores mitocondriais mais explorados e conhecidos atualmente,
ganha destaque na aplicacdo em estudos de genética animal o gene citocromo C
oxidase subunidade | (Cox ) (Bueno-Silva, 2012). As altas taxas evolutivas
apresentadas por este marcador e o fato de este ser “espécie-especifico”
contribuiram para que se tornasse um marcador universal aplicado em analises
moleculares, permitindo sua utilizacdo em estudos de taxonomia, filogeografia,
codigo de barras genético, reconstrucao e esclarecimento da histéria demografica e
diversificacao adaptativa de inUmeras espécies (Hebert et al, 2003).

Em espécies de platelmintos com habito parasitario (Neodermata), os genes
codificadores de mtDNAs s&o altamente conservados. A exemplo disto, ja foram
caracterizados cestodas, e grande parte dos trematddeos descritos, compartilhando
0 mesmo arranjo genético (Park et al, 2007). Entretanto, alteracbes notaveis na
ordem dos genes entre taxa préximos foram descritas em estudo de mtDNAs de
parasitos do género Schistosoma (Platyhelmintes: Digenea) (Webster & Littlewood,
2012). Anteriormente a este trabalho, Le e colaboradores (2000) descreveram
arranjos genéticos de S. japonicum e S. mansoni, demonstrando diferencas
marcantes entre as espécies, sendo que S. japonicum apresentou caracteristicas
mais proximas a outros cestodas, enquanto S. mansoni se distanciou geneticamente
do grupo. Em outro estudo, quando realizada comparagédo pareada entre mtDNAS,
foram demonstradas alteragbes na sequéncia de DNA através de eventos de
translocacdo e rearranjos de genes, ordenando as espécies S. japonicum, S.
malayensis e S. mekongi como plesiomdrficas em comparacdo com 0S genomas
modificados, considerados derivados (Littlewood et al, 2006).

As variacfes ocorrentes nos mtDNAs destes parasitos tém sido muito utilizadas
em estudos sisteméticos e de caracterizagdo de novos isolados, uma vez que

podem demonstrar ocorréncias de alteracfes genéticas raras e particulares de cada
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cepa (Boore & Fuerstemberg, 2008). A utilizagdo de técnicas relativamente simples,
como 0 sequenciamento genético de diferentes amostras de vermes adultos de
Schistosoma e comparacéo dos achados frente a banco de dados pode estabelecer
o ordenamento mitocondrial entre 0os genes, classificando filogeneticamente os
diferentes isolados deste género, podendo esclarecer as alteracdes ocorridas
durante a radiacdo evolutiva de Schistosoma (Morgan et al, 2003; Webster &
Littlewood, 2012).

Além das caracteristicas genéticas particulares entre as cepas de Schistosoma,
0 comportamento dos parasitos em seus hospedeiros também se mostra particular e
caracteristico conforme o isolado em questdo. Fatores como a migracdo pelo
sistema porta-hepatico (Valadares et al, 1981), dinamica de eliminacdo de ovos nas
fezes, e taxas de maturacdo de cercarias (Warren, 1967) ja foram descritos para
alguns isolados de S. mansoni, apresentando resultados distintos entre si (Valadares
et al, 1981).

2. Esquistossomose mansénica

A esquistossomose, ou bilharziase, € uma infeccdo que afeta cerca de 200
milnbes de pessoas mundialmente, e estima-se que mais de 700 milhdes de
pessoas vivam sob risco de contaminacdo em areas endémicas (World Health
Organization, 2013). As manifestacfes clinicas podem apresentar sintomas agudos
ou crbnicos, dependendo do estagio de infec¢cdo. Nas formas leves, os individuos
infectados podem permanecer assintomaticos por longos periodos, especialmente
nas areas endémicas, submetidos a tratamentos constantes. As formas cronicas da
doenca sdo menos comuns, e geralmente se apresentam com quadro de
hepatoesplenomegalia e outros sinais de hipertensdo porta (Ministério da Saude,
2014), resultando em niveis de morbidade significativos, e impactos
socioeconémicos e na saude de comunidades empobrecidas (Weerakoon et al,
2015).

A esquistossomose mansonica apresenta ampla ocorréncia, estando presente
em 56 paises distribuidos pela Africa, Oriente Médio, indias Ocidentais e América do
Sul (WHO, 2018). Evidéncias apontam para uma possivel origem asiatica do
parasito, com dispersdo para Africa, e apos, para outros paises (Lawton et al, 2011).

As regides mais propicias a infeccdo sdo classicamente caracterizadas por
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apresentar condi¢cdes sanitarias ausentes ou precérias, aliadas a altos niveis de
pobreza e baixos niveis de educacdo. No Brasil, estima-se que 1,5 milhdo de
pessoas estejam infectadas pelo parasito. Entre os anos de 2008 e 2016, programas
de vigilancia da esquistossomose examinaram cerca de 9 milhdes de individuos.
Durante este periodo, 4.473 O6bitos foram registrados, totalizando cerca de 500
Obitos anuais pela doenca (Ministério da Saude, 2017).

A introducdo da esquistossomose se deu através do trafico de escravos
provindos da costa ocidental africana, que ingressaram no pais principalmente pelos
portos de Recife e Salvador, e tinham como destino o trabalho nas lavouras de
cana-de-acucar do nordeste brasileiro. Partindo destas regides, a doenca se
expandiu primeiramente ao restante da regido nordeste do pais, formando extensas
areas de transmisséo entre os Estados da Bahia e Rio Grande do Norte. Anos mais
tarde, com o inicio do ciclo do ouro, o intenso fluxo migratério introduziu a endemia
nos estados do sudeste brasileiro (MS, 2013). Somando-se a estes, atualmente
existem focos isolados de transmissdo nos Estados do Rio de Janeiro, Sdo Paulo,
Parana, Santa Catarina e Rio Grande do Sul (MS, 2013). Uma vez introduzida, e
tendo encontrado condicbes ambientais e hospedeiros intermediérios favoraveis a
transmissdo (caramujos do género Biomphalaria, das espécies Biomphalaria
straminea, B. glabrata e B. tenagophila), a esquistossomose constituiu um
importante problema de salde publica, onde areas endémicas e focais abrangem 19
das 27 Unidades Federadas (MS, 2013).

3. Diagnéstico

A visualizacéo direta de ovos do parasito nas fezes do individuo infectado é o
diagnéstico confirmatério para esquistossomose. Entretanto, resultados negativos
ndo descartam a ocorréncia de infeccdo, em especial nas éareas de baixa
endemicidade, onde os individuos apresentam baixas cargas parasitarias,
resultando em quantidade diminuida de ovos nas fezes, podendo levar a
prevaléncias subestimadas, prejudicando o controle da doenca (Enk et al, 2008).

Além dos meétodos parasitologicos, existem outros métodos diagnosticos
disponiveis, a saber: Rea¢do em Cadeia da Polimerase (PCR), através da deteccao
de DNA do parasito nas fezes do hospedeiro (Sandoval et al, 2006), e deteccéo

direta de antigenos no soro e na urina (Van Lieshout et al, 2000; Cesari et al, 2005).
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Os ultimos, entretanto, embora apresentem alguma eficicia, ndo demonstram a
intensidade da infeccdo (em especial nas &reas de baixa endemicidade). Quando
utilizadas técnicas soroldgicas, outro fator agravante € a memoria imunologica
adquirida, o que implica na possibilidade de resultados falso-positivos apds o

tratamento e cura da infecgéo (Weerakoon et al, 2015).

3.1 Métodos parasitoldgicos

Os métodos parasitolégicos mais utilizados incluem etapas de filtracéo,
concentracdo e visualizacao do sedimento fecal em microscopia Optica. Apresentam
diversas vantagens quando comparados a meétodos moleculares e soroldgicos,
destacando-se 0 baixo custo operacional e a praticidade de execuc¢éo, podendo ser
realizados em trabalhos de campo e/ou em situacfes de infraestrutura laboratorial

escassa.

A técnica descrita por Lutz (1919) e aperfeicoada por Hoffmann e
colaboradores (1934), conhecida como Método da Sedimentacdo Espontanea
(Hoffmann et al, 1934) permite a deteccdo, mas dificulta a quantificacdo dos ovos
nas fezes. Por ser de facil aplicacdo e apresentar baixo custo na execucdo, é
comumente aplicada em rotinas laboratoriais. O método de centrifugacdo em éter
etilico (Blagg et al, 1955) também pode ser utilizado para diagnosticar
esquistossomose (somente qualitativo), entretanto € pouco aplicado em estudos
populacionais. Esta técnica € baseada na sedimentacao dos ovos por meio de um
liguido de baixa densidade, usando a for¢a gerada pela centrifugacao.

7

A técnica de Kato-Katz € um método parasitologico amplamente utilizado, e
recomendado pela Organizacdo Mundial da Saude em servicos de saude e estudos
epidemioldgicos para diagnostico de esquistossomose intestinal. O método consiste
na clarificacdo de fezes frescas (42 mg) comprimidas em um orificio de um molde
plastico e contra-coradas com verde de malaquita (Katz et al, 1972). A
especificidade do método é proxima a 100%, entretanto sua sensibilidade varia
conforme a intensidade da infecgcdo. Outros fatores que afetam a sensibilidade da
técnica sdo o numero de amostras analisadas e nimero de laminas preparadas para

observacdo (Gray et al, 2011). Por este motivo a técnica apresenta bom
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desempenho no diagnéstico de infeccbes com cargas parasitarias moderadas a
altas. Entretanto, quando aplicado em &reas de baixa endemicidade, sua utilizacdo
pode apresentar resultado falso-negativo, deixando de diagnosticar casos de baixa
carga parasitaria, com consequente subestimativa das taxas de prevaléncia, quando

empregado em estudos epidemiolégicos (Enk et al, 2008).

O método de gradiente salino consiste na sedimentacao diferencial de 500mg
de fezes, que transitam por meio de um lento e continuo fluxo de solucdo salina a
3% durante o periodo de aproximadamente uma hora. Este método tem apresentado
maior sensibilidade em estudos de campo quando comparado ao método de Kato-
Katz (Coelho et al, 2009).

Um importante avanco na aplicacdo de métodos parasitolégicos foi o
desenvolvimento do método Helmintex (HTX), técnica coproparasitolégica
desenvolvida para aumentar a sensibilidade de métodos com detec¢cdo direta de
ovos. O método, desenvolvido pelo Grupo de Parasitologia Biomédica da PUCRS,
apresenta sensibilidade de 100% para cargas de ovos superiores a 1,3 ovos por
grama de fezes, e consiste no processamento de 30 g de material fecal, através de
uma sequéncia de passos de filtragem e concentracdo, que é finalizado com o
isolamento dos ovos através da interacdo com esferas superparamagnéticas em um
campo magnético (Teixeira et al, 2007). Em adicdo a isto, Favero e colaboradores
(2017) recentemente propuseram uma otimizacdo do método HTX, o tornando
menos trabalhoso, reduzindo o tempo na sua aplicacdo e leitura ao microscopio

optico.

3.2 Métodos imunoldgicos

Técnicas de imunodiagnostico podem ser aplicadas na detecg¢do de antigenos
circulantes do parasito, ou entdo na deteccdo de anticorpos produzidos pelo
hospedeiro, sendo que as preparacdes antigénicas sdo, em sua maioria, produzidas
a partir dos variados estagios de vida do parasito. Dificuldades como produtividade e
obtencéo dos antigenos, elevada instabilidade em condi¢cdes simples de estocagem,

capacidade antigénica, especificidade e o alto custo financeiro sdo alguns aspectos
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que dificultam a aplicacdo de testes sorolégicos em largas escalas (Doenhoff et al,
2004).

As moléculas antigénicas mais utilizadas sdo produzidas a partir de extratos
brutos, preparados através da ruptura dos tecidos de vermes adultos, larvas ou
ovos. O “soluble worm adult protein” (SWAP) é a fonte mais abundante e de facil
obtencdo de material antigénico (Doenhoff et al, 2004). O “soluble egg antigen”
(SEA) apresenta elevado numero de fragcbes antigénicas, apesar de somente a
minoria desses compostos serem liberados por ovos viaveis (Ashton et al, 2001).
Embora os antigenos SWAP e SEA apresentarem vantagens na produgdo e
obtencdo de moléculas antigénicas, estas moléculas apresentam limitacdes devido a
ocorréncia de reacfes cruzadas, uma vez que antigenos brutos contém fracdes
antigénicas compartilhadas entre diversos parasitos, limitando sua capacidade
diagnostica. Esta limitagdo, aos poucos, tem sido minimizada com a utilizacdo de
antigenos imunoquimicamente purificados, capazes de capturar anticorpos,
conferindo maior especificidade e assim, sendo aplicados em técnicas imunolégicas.
A exemplo disto esta o “adult microsomal antigen” (MAMA). Este antigeno é
considerado uma boa molécula-alvo, devido as baixas taxas de reatividade cruzada
apresentadas (Tsang et al, 1983) e capacidade de discriminar a fase aguda da
doenca (Tsang et al, 1984). Atualmente, o antigeno MAMA ¢ utilizado pelo Center
for Disease Control and Prevention (EUA) na triagem de pacientes que estiveram em
areas endémicas de esquistossomose, e em casos onde testes de fezes e urina
apresentam diagndéstico inconclusivo.

Antigenos excretados ou secretados pelo S. mansoni sdo bons indicadores de
infeccdes ativas, reduzindo a possibilidade de resultados falso-positivos. Atualmente,
os estudos utilizando antigenos circulantes tém como alvo dois principais
componentes: CCA (Antigeno Catddico Circulante) e CAA (Antigeno Anddico
Circulante). Inicialmente, o método utilizado para sua deteccdo foi o método de
ELISA, com uso de amostras de soro (Polman et al, 1998; Al-Sherbiny et al, 1999).
Anos mais tarde, a aplicacdo de uma técnica com reconhecimento de uma porcéo
glicidica do CCA foi descrita, capaz de detectar este antigeno na urina (Vam Dam et
al, 2004). A utilizacédo deste método vem sendo testada em areas endémicas para a
deteccdo de infecgBes ativas, uma vez que apos o tratamento quimioterapico sua
concentracdo reduz rapidamente no hospedeiro (Van't Wout et al, 1992; Van

Lieshout et al, 1993). Entretanto, resultados apontam que a acuracia do POC-CCA
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pode estar equivocada, especialmente em &reas com ocorréncia de mdultiplas
infeccbes por Schistosoma (Obeng et al, 2008; Ashton et al, 2011; Sanneh et al,
2017), ou ainda quando o teste é aplicado em areas de baixa endemicidade ou em

casos de baixa carga parasitaria (Peralta & Cavalcanti, 2018).

4. Local de estudo: obtencdo de material biolégico e processamento de dados

Os materiais biolégicos (sangue, fezes e urina) utilizados nas analises
comparativas de métodos diagndsticos descritos nos Capitulos | e Il desta Tese
foram coletadas na localidade Candeal, municipio de Estancia, Sergipe, Brasil.
Localizado na latitude 11° 16' 06"S e longitude 37° 26' 18"W, 0 municipio possui
aproximadamente 64.000 habitantes, com area de 644 Km?2 (IBGE, 2015). O clima
do municipio é tropical, com médias anuais em torno dos 30°C.

A comunidade Candeal é composta por aproximadamente 700 moradores,
localizada ao sul do municipio, nas margens da rodovia federal (BR 101) e do rio
Piautinga. A escolha da localidade se deu pela alta prevaléncia de casos de
esquistossomose, com hipétese de ocorréncia de ampla variacdo na intensidade da
infeccdo, onde individuos da mesma regido geografica apresentam baixa, média e
alta carga parasitaria (Informacao pessoal — Equipe de Controle de Endemias,
Secretaria Municipal de Saude de Estancia; comunicacdo pessoal Dr. Carlos Graeff
Teixeira). Os estudos a seqguir descritos contaram, para sua realizacdo, com apoio
da Secretaria de Municipal de Saude de Estancia e da Unidade Béasica de Saude
Clovis Franco (Estancia, Sergipe).

Foram incluidos no estudo individuos acima de um ano de idade, que apés
orientacdo e esclarecimentos sobre a pesquisa, tiveram acesso ao Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), composto por duas vias, permanecendo
uma de porte do participante (ou seu representante legal no caso de menores de 18
anos) e outra do Grupo de Pesquisa de Parasitologia Biomédica da PUCRS. Apos
assinatura dos termos, foram realizadas coleta de fezes, urina e sangue, as quais
foram processadas e submetidas as analises subsequentes.

Os resultados de exames de fezes (confirmatério para a infeccdo por S.
mansoni) foram distribuidos a populacédo participante do projeto, que recebeu

informagdes sobre o desenvolvimento da infeccao e orienta¢gdes sobre o tratamento.
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Para a realizacdo dos estudos descritos no Capitulo Il desta tese, foram
utilizadas amostras de cercérias, miracidios e ovos provindos da localidade Candeal,
obtidos durante a realizacdo deste projeto. As amostras oriundas do municipio de
Propria (SE), e dos estados do Rio de Janeiro e Minas Gerais foram obtidas com a
colaboragcdo entre a Secretaria Estadual de Saude de Sergipe, a Universidade
Federal de Minas Gerais e a Fundacédo Oswaldo Cruz, respectivamente.

As amostras representativas do Estado do Rio Grande do Sul foram
originalmente isoladas no municipio de Esteio, cujo ciclo biolégico € mantido no
Laboratério de Biologia Parasitaria da Escola de Ciéncias da PUCRS. Os
hospedeiros intermediarios utilizados sdo moluscos da espécie Biomphalaria
glabrata, cujas cercérias liberadas séo utilizadas para infeccdo de camundongos
Swiss, fazendo parte da rotina laboratorial. O projeto de manutencdo dos animais
infectados para experimentacdo conta com a devida aprovacdo da Comisséo de
Etica no Uso de Animais da PUCRS (Registro 15/00443), e registrado sob o titulo
“‘Manutencdo do ciclo e producdo de antigenos diagnosticos dos helmintos:

Schistosoma mansoni, Angiostrongylus cantonensis e A. costaricensis”.
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5. Objetivos

5.1 Objetivo geral

Avaliar métodos diagndésticos da esquistossomose mansonica, tomando como

referéncia o método Helmintex e estudar a diversidade genética entre isolados de S.
mansoni geograficamente distintos.

5.2 Objetivos especificos

521

5.2.2

5.2.3

5.2.4

5.2.5

5.2.6

Comparar o desempenho entre os metodos parasitologicos Helmintex e Kato-
Katz em uma populacdo de area endémica com alta intensidade de
transmissao da parasitose, com estratificacdo de cargas parasitarias;

Comparar o desempenho entre os testes parasitologicos Helmintex e Kato-
Katz com resultados apresentados pelo teste rapido de urina POC-CCA;

Descrever a distribuicdo de cargas parasitarias em uma populacao residente
em area endémica de alta prevaléncia;

Analisar o desempenho de teste sorologico Western Blot empregando o
antigeno microssomal de vermes adultos (MAMA) frente aos resultados
obtidos pelo método Helmintex;

Demonstrar a aplicagdo do método Helmintex como método de referéncia no
diagnéstico da esquistossomose, através da andlise comparativa
desenvolvida no maior niumero de amostras coletadas fora do continente
africano;

Realizar estudos de diversidade genética entre cinco isolados de diferentes
regides brasileiras, em comparacdo a isolados africanos depositados na
Schistosomiasis Collection do Natural History Museum of London.



25

6. Justificativa

A comparacao entre métodos diagndsticos da esquistossomose é atualmente
uma proposta abordada por diferentes grupos de pesquisa no Brasil e no mundo. O
presente estudo apresenta dados comparativos utilizando o maior nimero amostral
até entdo obtido para uma &rea endémica de esquistossomose fora do continente
africano. Em &reas de média ou alta prevaléncia, a estratificacdo de cargas
parasitarias € um fator importantissimo na comparacdo de desempenho dos
meétodos, viabilizando a analise de resultados obtidos em namero composto por
diferentes cargas parasitarias. Neste contexto, os resultados deste trabalho almejam
demonstrar a fragilidade contida nos métodos diagnésticos utilizados atualmente, em
especial, as falhas na diagnose de casos positivos de baixa carga parasitaria.

A inclusdo de métodos imunoldgicos na comparacdo (POC-CCA e antigeno
MAMA) nos permite estimar a especificidade, sensibilidade e os resultados falsos
positivos e negativos de cada método. Embasados no grande niamero amostral e
nos resultados apresentados por este projeto, nosso objetivo maior é demonstrar a
utilidade do método Helmintex como um método de referéncia no diagndstico da
esquistossomose mansénica, tendo em vista que até o momento, nosso teste é o
mais sensivel descrito.

A necessidade de um teste diagndstico sensivel e especifico € de extrema
importancia tanto na aplicacdo em levantamentos epidemiolégicos, quanto no
acompanhamento do tratamento e cura da esquistossomose mansoénica. Neste
sentido, o método Helmintex tém apresentado excelentes resultados quando
comparado a outras metodologias parasitoldgicas (Caldeira et al, 2012; Pinheiro et
al, 2012; Oliveira et al, 2018; Lindholz et al, 2018), e cada vez mais se mostra um
teste sensivel mesmo quando aplicado em situacdes de baixas cargas parasitarias.

O numero de ovos liberados nas fezes, as taxas de maturacdo das cercarias,
e as caracteristicas clinicas da infeccao, podem apresentar variagdes de acordo com
o isolado em questdo (Warren, 1967; Valadares et al, 1981). Neste contexto, as
analises genéticas abordadas neste estudo se justificam pela necessidade de
compreensao sobre as caracteristicas apresentadas nas diferentes areas de
ocorréncia da esquistossomose no Brasil, especulando as possiveis rotas de
insergéo e dispersdo do S. mansoni, através da comparacgao dos isolados brasileiros

com isolados provenientes de diversas regides da Africa.



26

Considerando os aspectos de diversidade genética propostos, cabe ressaltar
que cepas provenientes de regides geograficas distintas apresentam diferencas no
desenvolvimento do parasito e na agressividade da infeccdo. Embora os espécimes
de S. mansoni sejam considerados morfologicamente uniformes no tamanho dos
vermes, é sabido que entre as cepas, as taxas de reproducdo do parasito, a
patogenicidade e suscetibilidade ao tratamento sé@o variaveis (Allen et al, 2002).
Estas caracteristicas, potencialmente refletem as diferencas na estrutura genética
populacional e suas adaptacdes ao meio ambiente. Um estudo desenvolvido no
Senegal usando marcadores de microssatélites demonstrou a distribuicdo aleatoria
de variagdo genética entre parasitos de diferentes lugares e hospedeiros,
confirmando a idéia de que um homem infectado potencialmente € um reservatorio
de sub-populagbes de Schistosoma (Broeck et al, 2014).  Assim, a ocorréncia de
variadas linhagens do parasito em uma mesma regido tende a alterar a dinamica de
transmissdo da infeccdo, podendo potencializar os niveis de patogenicidade e
resisténcia a farmacos, uma vez que, na relacdo de convivio, a tendéncia natural é
de que ocorra um processo de selecdo genética, favorecendo fenétipos mais

adaptados (MacManus et al, 2018).
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Abstract

Control initiatives have successiully reduced the prevalence and intensity of schistosomia-
sis transmission in several localities around the world. However, individuals that release low
numbers of eggs in their feces may not be detected by classical methods that are limited by
low sensitivity. Given that accurale eslimales of prevalence are key to implementing plan-
ning control actions for the elimination of schistosomiasis, new diagnostic tools are needed
fo effectively monitor infections and confirm transmission interruption. The World Health
Organization recommends the Kalo-Katz (KK) thick smear as a parasitological test for epi-
demiclogical surveys, even thoughthis method has been demonstrated to underestimate
prevalence when egg burdens are low. The point-of-care immunodiagnostic for detecting
schistosome cathodic circulafing antigen {POC-CCA) method has been proposed as a
more sensitive substitule for KK in prevalence estimations. An alternative diagnostic, the
Helmintex {(HTX) method, isolates eggs from fecal samples with the use of paramagnetic
particles ina magnetic field. Here, a population-based study involving 461 individuals from
Candeal, Sergipe State, Brazil, was conducted to evaluate these three methods compara-
fively by lalent class analysis (LCA). The prevalence of schislosomiasis mansoni was deter-
mined to be 71% with POC-CCA, 40.% with HTX and 11% with KK. Most of the egg burdens
of the individuals tested (70%) were < 1 epg, thereby revealing a dissociation between prev-
alence and intensity in this locality. Therefore, the present results confirm that the HTX
methodis a highly sensitive egg detection procedure and supportits use as a reference
method for diagnosing intestinal schislosomiasis and for comparative evaluation of other
tests.
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Author summary

Schistosomiasis is a parasitic infection that is caused by flatworms that live inside venous
vessels. The parasite eggs are eliminated with human feces. They hatch in the water and
the free swimming larvae infect snails. The larvae develop in the snail tissues and, on
reaching an infective stage, are released into the water and can penetrate human skin to
restart the cycle. Millions of people on several continents have schistosomiasis, although
sanitary improvements, treatment, and environmental control have reduced the intensity
of transmission in various localities around the world. In order to eliminate schistosomia-
sis, identification of infected individuals is critical. However, in areas where transmission
has declined, the methods used to detect eggs in human feces are not sufficiently sensitive.
Therefore, the aim of the present study was to evaluate new and more sensitive methods
for obtaining a diagnosis of schistosomiasis. This study compared the relative perfor-
mance of the POC-CCA method, which detects parasite molecules released in urine and
the Helmintex (HTX) method, which isolates eggs from large volumes of feces in a mag-
netic particle-based assay, together with the Kato-Katz method. In comparison with the
egg detecting methods (Kato-Katz [KK) and HTX), the POC-CCA method exhibited limi-
tations in detecting low intensity infections, while the HTX method was confirmed to bea
highly sensitive diagnostic method for schistosomiasis. These results provide insights into
the deployment of diagnostic tools for efforts to eliminate schistosomiasis in low endemic
Tegions.

Introduction

Schistosomiasis is a common infection that affects over 200 million individuals, espedially in
Sub-Saharan Africa, Asia, and South America [1]. In Brazil, the sole agent of schistosomiasis is
Schistosoma mansoni, responsible for intestinal schistosomiasis. This species is endemic to
northeastem and southeastern regions in Brazil, although focal transmission sites have been
reported in other regions [2].

It is challenging to diagnose schistosomiasis in areas of low endemicity where prevalence
and worm burden have decreased |3 ). Classical diagnostic methods lack sensitivity in popula-
tions where effective control measures have reduced transmission or in areas where the para-
site has recently been introd uced [4,5]. Detection methods that employ antibodies [6],
antigens [7], or DNA [8] have exhibited high sensitivity but reduced specificity compared to
microscopy-based assays [9] and they are semi-quantitative [10]. The Kato-Katz (KK) fecal
smear method [11] is recommended by the World Health Organization for routine use in epi-
demiological surveys as part of control measures in endemic areas [12]. The KK method has
exhibited good performance in high endemic areas and is still applied in diagnostic surveys
due to its ease of application and specificity, However, KK is not an accurate diagnostic in
many situations, for example in situations where part of a population has been previously
treated and low egg burden is present in stool [13]. In ad dition, because the volume of stool
needed for the KK method is very small (< 50 mg), and eggs may be unevenly distributed in
feces [14,15], alarge fraction of true positives may be missed with the KK method [ 13].

Toaddress these limitations, the Helmintex (HTX) method was developed [ 16] to specifi-
cally detect light infections. The HTX method is based on interactions between S, mansoni
eggs and superparamagnetic particles in a magnetic field. Seeding experiments have demon-
strated 100% sensitivity with this method for egg burdens higher than 1.3 epg [ 16]. Biophysical
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properties of the egg surface that may contribute to the performance of the HTX method have
also been extensively studied [17,18]. Furthermaore, Favero et al. [19] recently proposed an
optimization of the HTX method that makes it less time consuming and more efficient for
field surveys.

A point-of-care immunodiagnostic for detecting schistosome cathodic circulating antigen
in urine (POC-CCA method) has been proposed as a substitute for the KK method based on
its estimated higher sensitivity and operational advantages, especially in highly endemic areas.
However, even with the advantages of the POC-CCA method, there is still a need fora highly
sensitive and direct method for detecting eggs that can serve as a reference in performance
evaluations. Other direct diagnostic methods, like biopsy, are not feasible for populational -
based studies. Antigen detection methods, like POC-CCA, may indicate the presence of
worms that are not excreting eggs at that time, but further studies are required for extensive
evaluation of its specificity. Thus, the aim of the present study was to compare by latent class
analysis the performances of the HTX, KK, and POC-CCA methods in an endemic area for
schistosomiasis in northeastern Brazil and to evaluate the following hypotheses: i) highly sensi-
tive methods can be evaluated in medium-high endemic areas rather than in low endemic
areas if they include large numbers of low intensity infectionsand ii) the HTX method has the
capacity to serve as a reference egg detection method due to its high sensitivity.

Materials and methods
Area of study and population

Between October and November 2015, a prospective community- and geographically-based
study was conducted in the locality of Candeal, Municipality of Estancia, State of Sergipe,
Northeastern Brazil (117 16’ 04" 537" 26" 16" W). Approximately 700 pecple live in Candeal, a
restricted area with houses in close proximity that is well delineated by a federal highway (BR-
101) on its west side, a stream to the south, and farms on its northern and eastern borders.
Schistosomiasis morbidity was not addressed. Routine yearly fecal convenience sampling and
examination by KK (but with poor coverage) is followed by treatment provided by local health
service,

Ethical issues

A total of 580 individuals living in Candeal provided written informed consent to participate
in this study. For the children and teenagers included in this study (aged 1-17 years), consent
was provided by their parents or legal guardian. The protocol for this study was approved by
the PUCRS Ethics Committee (register 48809715.1.0000.5336).

Sample collection and examination protocols
Study design and reporting follow the Standards for the Reporting of Diagnostic accuracy
(STARD-2015: http:/fwww stard-statement.org/) (51 Checklist and 51 Flow Diagram).

Fecal samples

Each individual received a large container (1 L) and was directed to collect an entire evacua-
tion. Feces were processed immediately upon their arrival in the laboratory.

A commercial KK kit (HelmTest, Biomanguinhos, Brazil) was employed for the prepamtion
of slides with fecal smears, according to the manufacturer's instructions. Briefly, each sample
was placed on a paper, then a metal mesh was pressed over it. The sieved feces were then
scraped into a plastic drcular template mounted on a glass slide so that the template was filled.
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1 30g feces
Dissalved in
Tween-etharol
solution

After removing the template, cellophane coverslips presoaked in a glycerin-malachite green
solution were placed over the sieved feces. Two slides of each sample were prepared, labeled,
and vertically stored in plastic boxes to ensure that no contact occurred between the slides,
The boxes were kept in a refrigerator until they were examined by light microscopy. Each slide
was completely screened by optical microscopy at a final magnification of 100x for the identifi-
cation and quantitation of 8. mansoni eggs. Egg per gram (epg-KK) values were calculated
based on the average number of eggs counted on two slides, and multiplied by 24,

The HTX method was performed as previously described by Favero et al. [19] (Fig 1).
Briefly, 30 g of feces was dissolved and fixed in a 10% Tween-20,/70% ethanol solution (v/v).
After 30 min, each suspension was passed through a 500 jim metal mesh, transferred to a coni-
cal flask, and washed until a clear supernatant was obtained. The suspensicn was then succes-
sively sieved through metal meshes with openings of 150 pym and 45 pm, respectively. The
fraction retained by the last sieve was suspended in a 30% (v/v) ethyl acetate aqueous solution,
homogenized and centrifuged for 10 min. at 200 xg, The pellet was collected after discarding
the debris ring at the top of the aqueous phase (a modified Ritchie method) [20]. Each pellet
was transferred to a microtube containing 19 plL of iron oxide paramagnetic particles (Bangs
Labs, USA). After the pelletsand particles were allowed to homogenize for 30 min with orbital
rotation, the microtubes were placed in a magnetic rack (Bangs Labs, USA) for 3 min. Un-
bound material was discarded before each tube was removed from the rack. The magnetic-
responsive pellets were then resuspended in 100 pL of 0.9% aqueous NaCl sclution (wiv) and
stored at 4"C until analyzed. To prepare the samples for microscopy analysis, each sediment
was suspended and stained in 3% ninhydrin (Sigma-Aldrich, USA) in 70% ethanol (v/v) and
homogenized by pipetting. Each suspension was evenly spread over 5 cm x 2.5 cm filter papers
(24-pm pore) (UNIFIL, Brazil), identified, and kept for examination by optical microscopy

Sieving

500 pm mesh

4 7
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B 150 prn mesh !.f Incubation with
“ \r/” I Paramagnetic particles
5 o i
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Fig L. Schematic illustration of procedures in Helmintex method. It incdudes concentration steps from 1 to 8, followed by detection steps (9 and 10):

ninhydrin staining and microscopic examination.

https<//doi.org/0.1371/joumal pitd 0D 06274.0001

PLOS Neglected Tropical Diseasas | hitps:/‘dol.org/10.137 1/journal prid 0006274 March 8, 2018

4/16

37



38

@PLOS EREg#IEC“::EgISEASES Eggand CCA antigen detection in low intensily schistosomiasis aea

(magnification, 100x). At the time of microscopy, the filters were moistened with drops of
70% ethanol (v/v) before the total number of eggs present were counted. The filters were stored
separately in paper envelopes to avoid cross-contamination between samples. The sum of the
eggs detected on all of the filter papers was divided by 30 to express the number of epg of feces.
Throughout the text “epg” is meant to be the egg burden estimated by HTX.

Urine samples
Each participant received a 200 mL container for urine collection. From each sample, 4 mL of
urine was aliquoted and stored at -20°C for subsequent analyses.

POC-CCA tests were performed according to the manufacturer’s instructions (Rapid Medical
Diagnosis, Pretoria, South Africa). Briefly, a drop of urine was placed in a cassette and then a
drop of developing reagentwasadded. Each cassette was kept at room temperature and the pres-
ence ofa control line and a test line was checked exactly 20 min after the application of each sam-
ple. The results were recorded and independently verified by three trained cbservers. These
results were also recorded by a digital camera under identical exposure settings. These images
were reviewed by the same three observers for dassification of intensity of test bands according to
criteria (weak, medium, strong) proposed by Silveira et al. [21]. For most samples, the three sets
of chservations were in agreement. When different scores were recorded for a sample, the pre-
dicted infection status of the samples was reviewed by all three observers. If this review could not
tesolve the status, the final result was determined based on the observations of two of the three
observers. “Trace” was considered a faint line with at least part of its limits not defined or absent.
The instructions of the manufacturer states that “positivity” is any color that develops at the
expected test site, but we register the result “irace” as defined above to allow a detailed compara-
tive evaluation of the diagnostic methods, as previously reported by other authors 21, 22, 23],

Blood samples

Venous blood was collected. Serum was stored at -20°C for transportation and then was stored
at -80°C at the laboratory for future serological studies. No adverse effects were reported after
collection of any biological samples.

KK and HTX egg detection

The raticnale for KK and HTX test positivity is that identification of an egg is pathognomonic
for infection. Eggs of 8.mansoni were identified using criteria as described by Favero et al. [19].
Performers and readers were blinded to other tests results or any clinical /epidemiological
information.

Statistical analysis
Assuming no diagnostic test isa “gold-standard”, relative diagnostic performance was accessed
by latent class analysis (LCA) for each of the tests conducted based on sensitivity, specificity,
pasitive predictive value (PPV), negative predictive value (NPV'}, and accuracy of the tests.
Latent class models estimate prevalence and diagnostic accuracy based on the observed data
from different tests. Itis assumed that 2 latent classes correspond to groups of truly infected
and non-infected individuals [24]. The 461 qualitative results from KK, POC-CCA and HTX
methods were starting data points for LCA available in R software, Package e1071 (https://
cran.r-project.org, assessed on November 4, 2017).

Classification as “false-positive” or “false-negative” was based mainly on the estimates from
LCA butit should not be taken as definitive since in the present study neither irregular daily
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Tahle 1. Acomparison of Kato-Katz (KK) and Helmintex (HTX) diagnostic methods that were applied tosamples collected from the community of Candeal, Estin-
cla, Sergipe, northeastern Brazil, November 2015 (n = 461).

HTX positive (%) HTX negative (%) Total (%)
KK positive 54 e 1 (0.2 55 (119)
KK negative 133 (289) 273 {59.2) 406 (88.1)
Total 187 (40.5) 274 [ (s0.4) 161 {100.0)

httpss/doi.org/10.1371/joumalpmid. 0D0G274.41001

egg elimination in feces (false-negative results from egg-detecting tests, KK and HTX) norlab-
oratory cross-contamination (HTX false-positive results) could be ruled out.

The Fisher exact test was used to compare the proportions of positive results obtained from
KK, HTX and POC-CCA. The Cohen’s Kappa coefficient was used to evaluate the agreement
between the methods. The Student’s t-test, ANOVA and Tukey's test were used to compare
the means of epg in each category of POC-CCA band intensity.

Results

The HTX method is more sensitive than the KK method, while the
POC-CCA method produced divergent results

A total of 681 individuals from Candeal, Brazil agreed to submit at least one type of biological
sample foranalysis in this study. A total of 461 (68%) participants donated feces, blood, and
urine samples. Age groups comprised of 49 (10.7%) individuals less than 7 years-old, 92 {20%)
school-aged-children (7 to 14 years-old) and 319 (69.3%) teenagers and adults. In order to
compare all three methods, only results from those participants who provided all three spedi-
mens were examined (Tables 1-5 and 51 Table).

The results obtained from analyzing the fecal samples with the HTX and KK methods, and
analyzing the urine samples with the POC-CCA method, are compared in Tables 1-5. The

e estimates that were obtained varied according to the method used. For example, a
total of 187 (40.6%) and 55 (11.9%) samples were positive for S. mansoni eggs according to the
HTX and KK methods, respectively (S2 Table). When the samples were analyzed with the
POC-CCA method, 330 (71.6%) and 187 (40.6%) samples were positive for schistosomiasis
when trace results were considered positive rather than negative, respectively (Tables 2-5).

The relative diagnostic performance of the tests was estimated by LCA and the resulting val-
ues are presented in Table 6. The KK and HTX methods were in agreement regarding 54
(11.7%) positive samples and 273 (59.2%) negative samples. However, in 133 (28.9%) samples,
schistosomiasis was only diagnosed by the HTX method (kappa coeffidient = 0.329).

The urine samples were analyzed with a POC-CCA kit and the results were recorded in two
different ways (Tables 2-5). If “trace” results were treated as positive, as recommended by the
POC-CCA kit manufacturer, 34 (7.4%) and 8 (1.7%) individuals that were diagnosed as posi-
tive for §. mansoni infection by the HTX and KK methods, respectively, would be incorrectly

Tahle 2. A comparison of point-of-care cathodic circulating antigen detection in urine (POC-CCA) and Kato-Katz (KK) diagnostic methods that were a o

samples collected from the community of Candeal, Estancia, Sergipe, north n Brazil, »

2015 (n =461). For this analysis, POC-CCA resulting in a faint

line with at least part of its limits not defined or absent (“trace™) was considered a positive result.

POC-CCA positive (%) POC-CCA negative (%) Total (%)
KK positive 47 [{102) 8 [i) | {11.9)
KK negative 243 (61.4) 123 {267) 406 {88.1)
Total 330 {7L6) 131 {28.4) 461 {100.0)

hittps:doLorg'10.137 1 fjoumal p mid. DDDEZT 41002
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Table 3. A comparison of point-of care cathodic circulating antigen detection in urine {POC-CCA) and Helmintex {(HTX) diagnostic methods that were a) o
samples collected from the community of Candeal, Estincia, Sergipe, northeastern Brazil, November 2015 (n = 461). For this analysis, POC-CCA resulting in a faint
line with at least part of its limits not defined or absent (“trace™) was considered a positive result.

POC-CCA positive (%) POC-CCA negative (%) Total %)
HTX pasitive 153 {33.2) 34 {7.4) 187 {40.6)
HTX negative 177 (38.4) |97 {2100 274 {59.4)
Tatal 330 (71.6) 131 {284) 461 {100.0)

hittps://doiorg!1 0.1371/journal prrd. 00062741003

classified as negative by the POC-CCA method. In contrast, when a comparison was made of
the POC-CCA data with the examination of 187 samples with egg detected by HTX, 177
(38.4%) and 283 (61.4%) individuals would have false-positive results, respectively. In the sub-
sets of samples containing < 1 epg or = 1 epg, the POC-CCA method produced the lowest
proportion of true-positive results (44% vs. 88%, respectively) and the highest proportion of
false-negative results (24% vs. 3%, respectively) (Table 7)

Values for the estimated prevalence of schistosomiasis in the Candeal
community differed widely according to the method used to diagnose the
infection

The estimates of schistosomiasis ]:reva]encevariad from 11.9% (KK) to 71.6% (POC-CCA,
with “trace” considered positive). The prevalences estimated from examining KK-slidel and
KK-slide2 were identical (8.7%), yet were lower than the prevalence estimate that was calcu-
lated when the results from slides 1 and 2 were combined (11.9%) (53 Table). When prevalence
estimates were analyzed by the HTX and POC-CCA methods (with the “trace” considered
negative), the value was identical (40.6%), but Kappa coefficient was low (0.156) indicating
poor agreement between these methods (Table &),

The Candeal community incudes a high prevalence of infected individuals
with low egg burdens (low infection intensity)

The majority of the infected individuals examined presented low egg burdens. For example,
among the 187 positive cases diagnosed by the HTX method, 131 (70%) cases involved < 1
epg (Fig 2). In contrast, 56 epg was the highest result obtained with the HTX method. When
the epg numbers obtained for the samples with the HTX and KK methods were compared, 46
and 14 samples, respectively, had between 1 and 12 epg, while 23 samples had epg values = 50.

Egg burden is estimated differently by the HT X and KK methods

Egg burdens estimated with the KK method were 2.1 to 720 times higher than those estimated
with the HTX method in 96% of the samples, resulting in a correlation coefficient of 0.5615

Tahle 4. A comparison of point-of care cathodic circulating antigen detection in urine {POC-CCA) and Kato-Katz (KK) diagnostic methods that were a to
samples collected from the community of Candeal, Estincia, Sergipe, northeastern Brazil, November 2015 (n = 461). For this analysis, POC-CCA resulting in a faint
line with at least part of its limits not defined or absent (“trace™) was considered a negative result.

POC-CCA positive (%) POC-CCA negative %) Total (%)
KK positive 40 {87 15 3.2) |55 {11.9)
KK negative 147 {319 259 (56.2) 406 (88.1)
Total 187 {40.6) 274 (59.4) 461 {100.0)

hittpss//doiorg!1 0.1371/joumal prrid. 00DG274.1004
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Tahle 5. A comparison of point-of-care cathodic circulating antigen detection in urine (POC-CCA) and Helmintex (HTX) diagnostic methods that were a 1o

samples collected from the community of Candeal, Estincia, Sergip

h n Brazil, B

line with at least part of its limits not defined or absent {“trace™) was considered a negative resnlt.

ber 2015 (n =461). For this analysis, POC-OCA resulting in a faint

POC-CCA pasitive (%) POC-CCA negative (%) Total %)
HTX positive 107 {23.2) 80 {173) 187 {40.6)
HTX negative |80 {17.3) | 194 {42.1) 274 {59.4)
Tatal 187 (40.8) 274 {59.4) 481 {100.0)

hittps//doiorg/10.1371/joumal prid 0D0G274 1005

(Fig 3). Meanwhile, for only two samples the HTX method estimated 1.3- and 1.5-times higher
epg values than KK (51 Table).

POC-CCA band intensity partially correlates with egg burden when epg is
equal or higher than 1

The average egg burden for POC-CCA band intensity categories were similar: 0.30 (strong),
0.33 (medium), and 0.26 (weak), in the epg <1 samples subset. Within the epg = 1 group, there
was an increase in the epg average from 3.37 (weak) to 11.61 (medium) and 1470 (strong).
The proportions of samples with strong reactivity have increased from 3.5% (epg<1) to 23.5%
(epg=1), while those with weak reactivity decreased from 71.9% (epg<1) to 39.2% (epg=1)
(Table 9).

An initial fecal mass less than the standard 30 g mass does not appear to
influence HTX performance

Among the 461 fecal samples that were analyzed by the HTX method, only 7 samples had vol-
umes less than the standard 30 g typically analyzed (25 g, 22 g 20 g, 20 g, 12 g, 12 g, and 12 g).
The number of eggs detected in these samples were 5,4, 90, 3, 10, 24, and 1, respectively;

which corresponds to epg estimates of 0.1, 0.13, 3, 0.1, 0.33, 0.8, and 0.03, respectively. In this

Tahle 6. Comparisons of the estimated sensitivity, specificity, positive predictive value (PPV), negative predictive value (NPV), and accuracy values after latent
class analysis comparing Kato-Katz (KK) and, Helmintex (HTX) methods and point-of-care imm for detecting Schistosoma cathodic circulating anti-
gen method (POC-CCA) in samples from Candeal, Estincia, Sergipe, northeas tern Brazil, November 2015,

Parameters evaluated KK HTX POC-CCA POC-CCA
% (95% CI) % (95% CI) t-ve () tave (")
% (95% CI) % (95% CI)
Sensitivity 93 1000 574 Bl9
(229-36.3) {981 -100.0) {50.0-64.6) (75.7-87.1)
Spedﬁcit’ 100 1000 7l.1 355
NIA () {98.7-100.0) | {65.3-76.4) |(29.9-415)
PPV 1000 100.0 577 46.7
N/ N/A {52.2-63.1) (43.9-49.4)
NPV 67.2 100.0 0.8 740
(65.2-69.2) N/A (66.9-74.4) (66.9-80.1)
Accuracy 711 1.0 655 544
(67.0-75.3) N/A (61.2-60.8) (49.9-59.0)
Prevalence 119 4.8 406 Tl6
(90-149) {36.3—45.4) {36.1-45.0) (67.5-75.7)

{*) POC-CCA t-ve refers to the results obtained with the POC-CCA method when the “Trace” results were considered negative
{**) POCCCA t +ve refers to the results obtained with the POC-CCA method when the “Trace” results were considered positive.
{***) N/A, notavailable.

https//doi.org/10.1371/joumal prid. 0006274 1006
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Table 7. Distribution of POC-CCA method results according to eggburden (epg <1 and = 1) in 187 samples collected from Candeal, Estincia, Sergipe, northeastern
Brazil, November 20 15.

Detection result epg < 1 % epg 2; 1 %o Total %
Positive 57 4424 51 87.9% 108 578
Negative la1 240° 2 34* '3 176
“Trace’ 41 318* 5 85" 16 245
129 100.0 58 100.0 187 100.0

POC-CCA, point-of-care immunodiagnestic for detecting schistoso me cathodic circulating antigen; epg, egg per gram, as estimated by HTX
{25 Different letters in the same line indicate a significant difference between the two proporticns at (.01 level of d@gnificance by using Fisher Exact Test.

https://doi.org/10.1371/jpumalprid. D0DB274 4007

group of samples, eggs were only detected by the KK method in one sample (the 12 epg sam-
ple). These results indicate that the HTX method performs well with fecal masses less than
30g

Discussion

Andrews [25] previously proposed that the sensitivity of egg-detecting methods increases with
the volume of biclogical material that is examined. The HTX method is applied to 30 g of feces
and was developed after observing that §. mansoni eggs could be isolated from feces based on
their interactions with paramagnetic particles in a magnetic field [16]. Thus, rather than
screening filtered fecal samples, as ocours with the KK method, the eggs that are present in a
larger volume of feces can be concentrated into a smaller volume with the HTX method in
order to be more easily screened by microscopy. In seeding experiments, HTX method was
100% sensitive with egg burdens higher than 1.3 epg [16]. HTX processing takes approximately
3h and its current estimated cost is US$ 3 per sample (a single KK slide preparation costs US$
0.2and POC-CCA costs US$ 1). More recently, the HTX method hasbeen improved by intro-
ducing a detergent (Tween 20) at the concentration step, and then staining the final sediment
with ninhydrin pricr to microscopic evaluation [19]. As a result, significantly less time is spent

Table & A comparison of the positive (1) and negative (0) results ohtained when the KK, POC-OCA (OCA)
{Trace considered as “positive™ or “negative™), and HTX methods were applied to 46 1 samples were collected in
Candeal, Estincia, Sergipe, northeastern Brazil, November 20 15,

Positive (1) or Trace Trace
Negative () results “positive” “megative”
KK QCA HTX Sum % Sum %
+ + + 47 102 40 8.7
+ |+ = [ [ |0 o
+ = = 1 02 1 0.2
+ - + 7 15 14 30
- - - a7 210 | 194 | 420
- - 26 56 a5 14.1
- 1407 232 ] 14 8
- - 176 382 T8 17.1
451 10y 451 10y

KE, Kato-Katz method; HTX, Helmintex method; PFOC-CCA, point-of care immunodiagnostic for detecting
schistosnme cathodic ciroulating antigen method.
Kappa coefficients: 0,329 {HTX versus KK); 0. 156 (POC-CCA trace positive ) 0L 285 (POC-CCA trace negative).

hitps:/doi.org10.1371/joumnal pitd ODDE 2741008
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Fig 2. Egg counting by Helmintex {HTX) and Kato-Katz (KK) methods. (A) Distribution of HTX-mensired faecal
egg burdens in the 187 subjects who tested positive and (B) distribution of the KE-measured faecal egg burdens in the
55 subjects who tested positive. Note the Jogarithmic scale on the horizental sxis.
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Fig 3. Case-to-case comparisons of the egg burden values estimated by the KK and HTX methods Correlation
coefficient is 0.5615 and 96% of the samples have higher epg values detected by the KK method.

hitps /doi.org/10.1371/journal pntd D006 274, 6003

screening sediment samples, reducing the overall cost of the HTX method. However, it is also
recognized that even with recent optimizations of the HTX procedure [19], the HT X method
remains labor intensive and not applicable as a routine field diagnostic. Therefore, it is pro-
posed that the HTX method should serve as a reference method for evaluating other methods.

The KK method is operationally simple and inexpensive, and is the diagnostic method rec-
ommended by the WHO for epidemiological studies [ 12]. However, this method lacks sensi-
tivity when fewer eggs are present in a sample [13]. In anumber of observaticnal studies
where “infected” and “non-infected” individuals were evaluated based on use of the KK
method, false negatives probably occurred preventing a correct interpretation of the data [26].
In the present study, the HTX method exhibited higher sensitivity than the KK method. If this
is confirmed in future studies, then the HTX method would represent the best method for
obtaining a precise determination of infection status by egg detection. This determination is
particularly critical for vaccine efficacy evaluations, individual clinical diagnoses, and control
of cure efforts, especially in non-endemic countries [26,27,28].

Superior sensitivity of the HT X method compared with KK was previcusly demonstrated
in field-based studies that were conducted in low endemic areas in Brazil [29,30]. In the pres-
ent survey that was conducted in Candeal, Brazil, the HT X method detected eggs in 29% of the

Tahle 9. Distribution of PO C-CC A method positive results according to egg burden (epg <1 and >1) and intensity of the reaction in 108 samples collected from
Candeal, Estincia, Sergipe, northeastern Brazil, November 2015.

Intensity <1 =1 Total %
n % Average % Average
Strong 2 35 030™* 12 235 14.70" ® 14 130
Medium 14 246 033" 19 373 116158 3 W05
Weak 141 719 026 0 392 3 37hh |6l 1)
57 100.0 51 100.0 108 1040.0

POC-CCA, paint-of-care immunodiagnestic for detecting schistosome cathodic ciroulating antigen; epg, egg per gram.
{abt pyifferent letters in the smme line indicate a significant difference between the twio means at 0.05 level of significance by using t-test (equal variances not assumed).
& Bl Different letters in the same column indicate a significant difference between the means at 0105 level by using post-hoc Tukey's test.

httpsy/doi.org/10.1371/journal prid. 0006274 4009
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samples that were negative according to the KK method. In addition, the prevalence estimated
by the HTX method was 3 times higher than the KK method (40% vs. 11%, respectively)

(Table 1). The assessment of relative diagnostic performance by latent class analysis also clearly
indicated that the HTX method provided high sensitivity and displayed an overall better per-
formance (Table &),

Egg burdens are predominantly low among infected individuals in the Candeal community,
with 70% of them harboring less than 1 epg. It is noteworthy that low infection intensity is also
associated with morbidity and should be targeted in late stages of schistosomiasis elimination
[31]. This locality has been under surveillance and regular treatment for many years by the
local Ministry of Health authorities. As aresult, a high-prevalence, yet low infection-intensity
profile has developed in the community. This is in contrast with the more typical conpling of
high prevalenceand intensity of infections. The potential for prevalence and intensity of infec-
tions to be dissociated should be considered in future epidemiclogical studies and should be
used to adjust control measures appropriately. In addition, classification of endemicity needs
toaccount for both prevalence and intensity [3].

With the exception of two samples, egg burdens were found to be higher with the KK
method than with the HTX method (Fig 3). While both methods include concentration steps
(sieving- KK and HTX; isolation with magnetic particles-HTX; see Fig 1), estimation of epg by
the HT X method derives from absolute counting of eggs in 30 g of sample and the KK method
estimates epg based on an extrapolation of egg counting in 42 mg of sample. Consequently, the
latter potentially contributes to overestimated epg values. This interesting aspect is consistent
with discussions in the field regarding the randomness of §. mansoni egg distribution in feces
[14]. With the KK method only examining 42 mg of fecal samples, the possibility that eggs are
unevenly distributed would become maore evident when lower numbers of eggs are present.
This was observed in the present study. Itis also possible that HTX underestimates epg becanse
of its estimated egg recovery of aproximately 27% in seeding experiments [19].

POC-CCA is arapid antigen-based detection test that is applied to urine samples. It has
received increasing attention asa promising point-of-care field diagnostic tool, especially
based on its use in high endemic areas (e.g., areas with high prevalence and intensity of infec-
tions). However, evaluations of this rapid test in low endemicity (specifically low intensity)
areas is urgently needed [32,33,34]. The set of samples evaluated in the present study provided
an opportunity to directly evaluate the performance of the POC-CCA method with predomi-
nantly low intensity infections in comparison with a very sensitive egg detection method
(HTX). After LCA analysis, a higher probability of false-positive results is indicated by low
paositive predictive values (PPV = 46,7% when “trace” is considered positive) (Table 6). Vari-
ability in daily egg excretion may explain POC-CCA paositive and egg-negative detection and
this issue should be addressed in future studies together with appropriate protocol adjustments
to minimize cross-con tamination in order to avoid false-positive egg detection. Furthermore,
performance of the POC-CCA method was worse in the subset of samples that contained less
than 1 epg, with a lower detection of “true-positives” and a higher number of “false- positive”
results observed (Table 7). Correlation of band intensity and egg burden is also poor, especially
with samples containing less than 1 epg {Table 9). Thus, the limitations of the POC-CCA assay
for diagnosis of schistosomiasis in individuals that eliminate low numbers of eggs in stool were
demonstrated.

In conclusion, the results of the present study support the two initial hypotheses. First,
medium-highly endemic areas (defined by prevalence) are suitable for evaluating the diagnos-
tics performance of egg detection methods ifa large number of low intensity infections are
present, asis the case in Candeal. Thus, “low endemicity areas” with low numbers of positive
samples should be avoided when evaluating detection methods, Second, the HTX method is

PLOS Naglected Tropical Diseases | htips://dol. org/10.137 /journal prtd 0006274 March &, 2018 12/16
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very sensitive and should be used as a reference method for diagnosing intestinal schistosomia-
sis and for comparative evaluation of other tests. The HTX method should also be considered
for use in the monitoring and certification of transmission interruption.
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Capitulo Il

Rascunho de manuscrito a ser submetido ao peridodico The American Journal
of Tropical Medicine and Hygiene, intitulado “Evaluating an adult microsomal
antigen (MAMA) to detect Schistosoma mansoni infections in a highly endemic

area in Candeal, Sergipe (Brazil).”

1. Introducéo

A esquistossomose € uma das infec¢cdes parasitarias mais prevalentes no
mundo, afetando cerca de 240 milhdes de pessoas em mais de 76 paises. Outros
700 milhdes de pessoas vivem sob risco de infeccdo na Africa, Asia e América do
Sul (WHO, 2013). Considerando a distribuicdo geografica da esquistossomose e das
populacdoes afetadas, esta infeccdo € Ilistada como uma doenca tropical
negligenciada e esta associada a pobreza e a locais de saneamento ausentes ou
inadequados. No Brasil, o Unico agente da doenca € o Schistosoma mansoni,
responsavel pela esquistossomose intestinal. Esta espécie € endémica das regides
Nordeste e Sudeste do pais, embora locais de transmissao focal tenham sido
relatados em outras regibes (Zoni et al, 2016). Como resultado, o Brasil é
considerado o pais da América Latina com 0s maiores nuimeros em focos de
transmissao (Calasans et al, 2018). Durante o Inquérito Nacional de Prevaléncia da
Esquistossomose mansoni e Geo-helmintoses, o Nordeste e o Sudeste do Brasil,
foram as regides que apresentaram as maiores taxas de positividade (1,27% e
2,35% respectivamente). No Norte, a taxa de positivos foi de 0,01%, no Centro-
Oeste de 0,02% e no Sul de 0,0. Entretanto, ressalva-se que, em areas de baixa
endemicidade, onde os individuos infectados apresentam baixas cargas parasitarias,
o método de Kato-Katz, aplicado na obtencdo destas estimativas, subestima
significativamente a prevaléncia real da infeccdo, pois somente 25 a 30% dos
infectados sdo detectados (Katz, 2018), e, no Brasil, a grande maioria das areas
endémicas pode ser classificada como de baixa endemicidade (abaixo de 10,0%

com 2 laminas de Kato-Katz).

Nos ultimos anos, estratégias globais de controle da esquistossomose foram

desenvolvidas utilizando, principalmente, quimioterapia massiva em areas
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endémicas. Esta metodologia tem se mostrado util na redugdo da morbidade, mas
nao na eliminacéao da infeccdo pelo Schistosoma. O resultado desta estratégia foi o
aumento dos casos com baixa carga parasitaria, dificultando o diagnostico pelos

métodos classicamente utilizados.

A deteccédo de ovos nas fezes é o método mais tradicional e especifico para o
diagnéstico da infeccdo pelo esquistossomo. Existem muitas variacbes de métodos
parasitologicos. Atualmente, o método Helmintex (HTX) € o teste mais sensivel
aplicado em amostras humanas (Lindholz et al, 2018). Este método foi desenvolvido
para aumentar a sensibilidade em métodos parasitoldégicos e, consequentemente,
detectar especialmente infeccOes leves, abrangendo também o diagndstico de
infeccbes com média e alta cargas parasitarias (Teixeira et al, 2007). Este método é
baseado em interacdes paramagnéticas entre ovos de S. mansoni e particulas
superparamagnéticas em um campo magnético. Experimentos de semeadura
demonstraram 100% de sensibilidade do método para cargas de ovos superiores a
1,3 OPG (Teixeira et al, 2007). Outros métodos diagndsticos tém sido comumente
testados, visando a aplicacdo em estudos de campo e no diagnéstico clinico, tais
como métodos de deteccdo que empregam antigenos (Smith et al, 2012), anticorpos
(Doenhoff et al, 2004) ou DNA (Pontes et al, 2002), que exibem alta sensibilidade
mas reduzida especificidade em comparacdo com ensaios baseados em
microscopia (Hinz et al, 2017). Os antigenos microssomais de vermes adultos
(MAMA) sdo considerados boas moléculas-alvo para o diagnostico soroldgico,
devido a alta especificidade e baixas taxas de reatividade cruzada (Tsang et al,
1983), sendo destinados a promoc¢do do diagnéstico espécie-especifico nos casos

de infecgéo ativa (Tsang et al, 1984).

Este estudo tem como objetivo analisar o desempenho do antigeno
microssomal de vermes adultos (MAMA) através do método Western Blot (WB), no
diagndstico da esquistossomose mansodnica, em amostras de soro humano de area
endémica no nordeste do Brasil, utilizando como parametro para confirmacao da

infeccdo os resultados determinados pelo método Helmintex.
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2. Materiais e Métodos

Inquérito comunitario e consideracdes éticas: O estudo foi realizado na
localidade Candeal, Municipio de Estancia, Estado de Sergipe, Brasil. As amostras
foram obtidas entre os meses de Outubro e Novembro de 2015. Um total de 138
individuos residentes na localidade Candeal assinaram o Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido para participar deste estudo. Foram incluidos como participantes
os individuos maiores de um ano de idade, de maneira que para as criancas e
adolescentes incluidos (com idade entre 1 e 17 anos), o Termo de Consentimento
Informado foi obtido pelos pais ou responsaveis. A privacidade e a seguranca dos
participantes foram asseguradas, seguindo as normas e padrdes estabelecidos pelo
Comité de Etica da Pontificia Universidade Catdlica do Rio Grande do Sul. O projeto

foi aprovado e registrado sob o protocolo nimero 48809715.1.0000.5336.

Amostras de fezes: Uma amostra de fezes foi coletada por individuo. Cada
participante recebeu um contéiner de 1 litro, e foi orientado a coletar uma evacuacao
completa. As amostras foram transportadas em caixas isolantes térmicas, e as
fezes, processadas imediatamente ap0s a chegada ao laboratorio. O método HTX
foi realizado conforme descrito por Favero et al. (2017). Foram utilizados 30 gramas
de fezes dissolvidas e fixadas em solucao de etanol a 10% Tween-20/70%. Ap6s 30
min, a suspensao foi passada através de uma malha metélica com abertura de 500
pm. O material filtrado foi transferido para um frasco conico, e lavado repetidamente
até a obtencdo de um sobrenadante limpido. A suspenséo foi entdo sucessivamente
peneirada através de malhas metélicas com aberturas de 150um e 45um,
respectivamente, com a finalidade de reter os ovos do parasito. A fracao retida na
Ultima peneira foi re-suspensa em uma solucdo de Acetato de Etila a 30% (v/v).
Apds homogeneizacdo, a mistura foi centrifugada durante 10 min a 200 xg. O anel
de residuos no topo da fase aquosa (Ritchie, 1948) foi descartado e o pellet obtido
foi transferido para um microtubo contendo 19 uL de particulas paramagnéticas de
oxido de ferro (Bangs Labs, EUA). Esta mistura foi homogeneizada por 30 min com
rotacdo orbital. Apds, os microtubos foram colocados em um suporte magnético
(Bangs Labs, EUA) durante 3 min. O material ndo aderido foi descartado antes dos
tubos serem removidos do suporte magnético. Os sedimentos atraidos

magneticamente foram ressuspensos em 100 pl de solucéo aquosa de NaCl a 0,9%
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(p/v) e armazenados a 4°C até o momento da andlise. Para a preparacdo das
amostras para analise de microscopia, cada sedimento foi suspenso e corado
solucdo de ninidrina 3% (Sigma-Aldrich, EUA) em etanol a 70% (v/v) e
homogeneizado por pipetagem. As suspensdes foram distribuidas uniformemente
sobre papéis de filtro (UNIFIL, Brasil), identificados e analisados por microscopia

Optica.

Amostras de sangue: Quatro mL de sangue venoso foram coletados de cada
participante. As amostras foram centrifugadas imediatamente apés a sua chegada
no laboratério de campo. O soro foi armazenado a -20°C para transporte e apos,

conservado a -80°C no Laboratorio de Parasitologia Molecular da PUCRS.

Diagnoéstico sorologico de infecgdes pelo Schistosoma mansoni utilizando o
meétodo Western Blot: A andlise sorol6gica das amostras foi realizada no
Laboratério de Parasitologia Molecular da Pontificia Universidade Catdlica do Rio
Grande do Sul em Porto Alegre, Brasil. A reacdo de anticorpos a infec¢do pelo S.
mansoni foi detectada pelo método Western Blot, utilizando antigeno microssomal
de vermes adultos de Schistosoma mansoni (MAMA). As membranas impregnadas
com antigeno MAMA foram produzidas pelo Centro de Controle e Prevencdo de
Doencas (CDC) em Atlanta, Georgia, EUA utilizando protocolos estabelecidos por
Tsang e colaboradores (1983; 1984), obtidas de acordo com colaboracéo

previamente estabelecida entre ambas instituigdes.

As amostras de soro foram diluidas em PBS-0,3% Tween/5% Milk Buffer,
resultando numa diluicdo sérica final de 1:100. Os resultados foram determinados
pela visualizacéo direta das reagfes nas membranas com antigeno MAMA (30 kD),
coradas com 3,3' diaminobenzidina tetrahidrocloreto (DAB). Como controle positivo
foram utilizadas duas amostras de soro humano de pacientes infectados,
previamente identificados com alta carga parasitaria de acordo com o método
Helmintex. As amostras de soro foram testadas em lotes, separados de acordo com
resultados previamente demonstrados pelo método Helmintex (Lindholz et al, 2018).
Para desenvolvimento das andlises, as amostras de soro foram divididas em dois

grupos: a) amostras com resultado negativo no exame parasitolégico confirmatério
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Helmintex, e b) amostras com resultado positivo no método Helmintex. Estas ultimas
foram ainda subdivididas em grupos de acordo com a carga parasitaria apresentada
(individuos com carga menor que 1 OPG e individuos com carga parasitaria igual ou
maior que 1 OPG). Foram calculadas as estimativas de sensibilidade,
especificidade, valor preditivo positivo, valor preditivo negativo e acuracia utilizando
o Microsoft Office Excel, com as seguintes formulas: sensibilidade = a/a+b;
especificidade = d/c+a; valor preditivo positivo = a/a+c; valor preditivo negativo =

d/b+d; acuracia = a+d/N, onde:
a) n° de amostras positivas em HTX e positivas no WB;
b) n° de amostras positivas em HTX e negativas no WB;
€) n° amostras negativas em HTX e positivas no WB;
d) n° amostras negativas em HTX e negativas no WB;
N) total de amostras do ensaio.

Os valores utilizados no célculo de estimativa do intervalo de confianga foram

extraidos da Tabela de Distribuicdo Normal Padrao (http://www.pucrs.br/famat/viali/).

3. Resultados

Um total de 138 amostras de soro foi analisado. Deste montante, 106
amostras (76,8%) foram positivas e 32 amostras (23,2%) demonstraram resultado
negativo para infecgdo por S. mansoni. No total, foram reconhecidos 78 casos
verdadeiramente positivos, 22 verdadeiramente negativos, 10 (11,4%) falso-
negativos e 28 (56%) falso-positivos. Os parametros de desempenho de cada teste

estao descritos na Tabela 1.


http://www.pucrs.br/famat/viali/

55

Tabela 1: Resultados obtidos em 138 amostras sorolégicas testadas pelo antigeno
microssomal de vermes adultos de S. mansoni em comparagdo aos resultados
demonstrados pelo método Helmintex.

Helmintex Helmintex

Positivo % Negativo % Total %
MAMA (+) 78 88,6 28 56,0 106 76,8
MAMA (-) 10 11,4 22 44,0 32 23,2
Total 88 100,0 50 100,0 138 100,0

Resultados previamente demonstrados pelo método Helmintex foram
utilizados como referéncia para a confirmacéo da infeccdo por S. mansoni. Os soros
de participantes com infeccdo ativa confirmados pelo método Helmintex foram
analisados de acordo com a carga parasitaria demonstrada pelo método
parasitologico, sendo subdivididos em individuos com carga parasitaria menor que 1

OPG, e individuos com carga parasitaria igual ou maior que 1 OPG.

No grupo composto pelos participantes de baixa carga parasitaria, do total de
52 amostras de soro testadas, 47 demonstraram reatividade ao antigeno MAMA,
enquanto que apenas 5 amostras apresentaram resultado negativo (Tabela 2). A
sensibilidade apresentada neste teste foi de 90,4% e a especificidade foi de 44%,
com valores preditivos positivos e negativos de 62,7% e 81,5% respectivamente,

com acuracia de 67,6%.

No grupo composto por individuos de carga parasitaria igual ou
superior a 1 OPG, um total de 36 amostras foram analisadas. Destas, 31
apresentaram resultados positivos, enquanto 5 amostras foram negativas (Tabela 3).
A sensibilidade demonstrada neste teste foi de 86,1% e especificidade de 44%,
sendo o valor preditivo positivo de 52,5% e valor preditivo negativo de 81,5% com
acuracia de 61,6%.

Em conclusédo, nota-se que os resultados obtidos com o antigeno MAMA
apresentaram maior numero de casos falso-positivos em amostras com cargas

parasitarias inferiores a 1 OPG, enquanto que o maior percentual de resultados
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falso-negativos foi apresentado nas amostras compostas por cargas parasitarias

superiores a 1 OPG. Este resultado esta demonstrado na Figura 1.

Figura 1: Distribuicdo de resultados obtidos pelo antigeno MAMA de acordo com
as cargas parasitarias apresentadas pelo método Helmintex, distribuidas entre 0,1
e 2,5 OPG, onde: 1) amostras com diagnostico soroldgico negativo; 2) amostras
com diagndéstico sorolégico positivo.

Positivo 2 00000000 00000 © 000 O o0 o o0 O 000 o

Tabela 2: Resultados comparativos entre amostras de soro reativas ao antigeno
MAMA e a correlacdo com os resultados pelo método Helmintex em amostras com
cargas parasitarias inferiores a 1 OPG.

Helmintex: amostras < lopg

Positivo % Negativo % Total %
MAMA (+) 47 90,4 28 56,0 75 73,5
MAMA (-) 5 9,6 22 44,0 27 26,5

Total 52 100,0 50 100,0 102 100,0
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Tabela 3: Resultados comparativos entre amostras de soro identificadas pelo
antigeno MAMA e a correlagcdo com os resultados demonstrados pelo método
Helmintex em amostras com cargas parasitarias iguais ou superiores a 1 OPG.

Helmintex: amostras =>1opg

Positivo % Negativo % Total %
MAMA (+) 31 86,1 28 56,0 59 68,6
MAMA (-) 5 13,9 22 44,0 27 31,4
Total 36 100,0 50 100,0 86 100,0

4. Discussao

O diagnéstico de pacientes infectados com S. mansoni com altas cargas
parasitarias pode ser facilmente realizado por métodos parasitolégicos classicos.
Métodos como Kato-Katz, imunodiagndstico point-of-care para deteccdo de
antigenos circulantes catodicos esquistossométicos (POC-CCA) e ensaios
sorologicos sdo amplamente utilizados em estudos epidemiolégicos e em rotinas de
diagnéstico em saude (Pinheiro et al, 2012; Kittur et al, 2016; Lindholz et al, 2018;
Center for Disease Control and Prevention, 2018). No entanto, tornou-se cada vez
mais evidente que pacientes com baixa carga parasitaria ndo sao diagnosticados
corretamente. Eventos como tratamento em massa de individuos de &reas
endémicas, realizados com tratamento oral de dose Unica, e movimentos migratérios
das populagcdes humanas podem estar contribuindo para a persisténcia dos
parasitos e a ocorréncia de baixas infecces parasitarias. Na tentativa de obter um
diagnéstico acurado para esses pacientes, ha uma necessidade de aplicacdo de
métodos diagndsticos sensiveis que possam ser usados para confirmar as infecgdes
nos casos em que 0s metodos classicos apresentam baixa sensibilidade para o

diagndstico da esquistossomose (Sorgho et al, 2005; Grenfell et al, 2013).

O método Helmintex foi desenvolvido para aumentar a sensibilidade do
diagnoéstico da esquistossomose, e, em consequéncia, detectar infec¢des leves, até

entdo nao identificadas pelos métodos existentes (Teixeira et al, 2007). Atualmente,
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este método € o mais sensivel disponivel para deteccao de infeccdo por S. mansoni.
Experimentos de semeadura demonstraram 100% de sensibilidade para cargas de
ovos superiores a 1,3 OPG (Teixeira et al, 2007). Em um estudo anterior,
demonstramos que a prevaléncia estimada pelo método de Helmintex foi 3 vezes
maior do que 0s numeros apresentados pelo método Kato-Katz (Lindholz et al,
2018). Em adicdo a isto, a sensibilidade do Helmintex vem sendo testada em
estudos de campo e tem demonstrado resultados superiores aos demais métodos
disponiveis até o presente momento, especialmente em casos de baixas
endemicidade (Caldeira et al, 2012; Pinheiro et al, 2012; Oliveira et al, 2018).

O sorodiagnéstico da esquistossomose conta com um grande numero de
técnicas disponiveis e preparacdes de antigenos, e de acordo com as técnicas de
preparacdo, essas moléculas podem demonstrar variagbes em termos de
sensibilidade, especificidade, complexidade e sofisticacdo (Abdel-Fattah et al, 2011).
A purificagdo do antigeno microssomal de S. mansoni permitiu o desenvolvimento de
ensaios rapidos, altamente especificos e sensiveis (Tsang et al, 1983), detectando
anticorpos na infecgdo da esquistossomose com sensibilidade e especificidade de
98% e 99%, respectivamente (Hancock e Tsang, 1986).

Neste estudo, nos avaliamos o desempenho do antigeno MAMA versus o0
desempenho do método Helmintex. Em um total de 138 amostras analisadas, 88,6%
das amostras apresentaram resultados positivos em ambos os testes, e 44% foram
concordantes nas amostras de resultado negativo. No entanto, quando a carga
parasitaria foi analisada, o resultado apresentado pelo antigeno MAMA apresentou
positividade em 90,4% e 86,1% para amostras contendo menos de 1 OPG e mais de
1 OPG, respectivamente.

A demonstracdo de resultados positivos e negativos, dependendo da carga
parasitaria, pode sugerir as diferentes concentracdes de anticorpos entre as
amostras, refletindo assim na sensibilidade apresentada pelo teste. Desempenhos
similares foram demonstrados por van Lieshout e colaboradores (1992; 1995). A
deteccdo de um porcentual substancial (90,4 e 86,1%) das amostras positivas
reativas ao antigeno MAMA certamente enfatiza a importancia do imunodiagnostico.
Tsang (1984) e Maddison e colaboradores (1985) demonstraram que o antigeno
MAMA apresenta menor reagdo contra soros heterologos de pessoas infectadas por

S. haematobium, S. mekongi e S. japonicum, e nenhuma reatividade cruzada
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detectavel com outros parasitos comuns em infecgdes humanas. Entretanto, neste
estudo, nés demonstramos a ocorréncia de 11,4% de resultados falso-negativos e
56% dos resultados falso-positivos em soros de participantes de uma area endémica

para esquistossomose.

A ocorréncia dos resultados falso-negativos € um ponto importante no
contexto da esquistossomose. Pessoas infectadas com baixa carga de ovos, ou em
casos com tratamentos quimioterapicos sucessivos, podem iniciar uma resposta
imunoldgica baixa. Neste caso, as subnotificacbes da infeccdo podem promover a
transmissdo continua da doenca (Sturrock, 2001). Por outro lado, a expressao de
56% dos resultados falso-positivos pode sugerir a ocorréncia de reatividade cruzada
com outras infeccbes parasitarias, ou ainda, estar indicando o diagndstico de
infeccbes passadas, apresentando a memoria imunolégica da infeccdo por S.

mansoni.

Em conclusdo, o teste sorolégico utilizando o antigeno MAMA é uma
ferramenta Gtil para o “screening” do diagndstico da esquistossomose, entretanto,
fatores como a dificuldade de obtencdo dos antigenos e o alto custo financeiro e
operacional, geram obstaculos para o uso e implantacdo do diagndéstico soroldgico
como rotina laboratorial. Embora o teste tenha demonstrado alta sensibilidade, a
presenca de resultados falso-positivos e falso-negativos é um fator importante para a
subnotificacdo dos casos, colaborando na manutencdo dos ciclos parasitarios, e,
consequentemente, representando uma adversidade ao plano de eliminacdo da

esquistossomose.
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Capitulo IlI

Rascunho de manuscrito a ser submetido ao periédico International Journal
for Parasitology, intitulado “Genetic diversity within Schistosoma mansoni: DNA
barcoding reveals one genetic group in Brazil”

1. Introducéo

A esquistossomose é uma parasitose de ampla ocorréncia, afetando cerca de
240 milhGes de pessoas em 78 paises distribuidos pela Africa, Oriente Médio, indias
Ocidentais e América do Sul (WHO, 2018), permanecendo entre as maiores
infecgbes negligenciadas mundialmente reconhecidas (Webster et al, 2013). O
Schistosoma mansoni € uma das espécies causadora de infeccdo intestinal em
humanos, com maiores indices de ocorréncia na Africa Sub-Saariana, Peninsula
Arabica e América do Sul (Stothard et al, 2009).

Dentre as regifes de ocorréncia na Ameérica do Sul, o Brasil constitui o pais
com maior numero de casos registrados (Pan-American Health Organization, 2009).
Neste pais, a infeccdo ocorre em uma faixa continua entre os estados do Rio
Grande do Norte até o norte de Minas Gerais, apresentando focos isolados nos
estados do Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Parana, Santa Catarina e Rio Grande do Sul
(Ministério da Saude, 2018), onde, inicialmente, diversas popula¢des de S. mansoni
foram introduzidas, via oceano Atlantico, com a chegada de escravos trazidos da
Africa durante os séculos XVI a XIX, e foram se diversificando através de
movimentos migratérios e de caracteristicas ambientais favoraveis a dispersédo do
parasito (Crellen et al, 2016). A ampla ocorréncia geografica, a diversidade de
hospedeiros definitivos (primatas humanos, ndo humanos e redores), associados a
um pequeno numero de hospedeiros intermediarios (planorbideos do género
Biomphalaria) desperta curiosidade sobre os aspectos de diversidade genética

apresentados pelo parasito (Webster et al, 2013).

Em adigcdo, em areas de alta prevaléncia carentes de saneamento basico, o
tratamento massivo com Praziquantel tende a promover a redugdo da morbidade
dos individuos infectados, favorecendo o surgimento de subpopula¢des do parasito

(Fenwick & Webster, 2006; Knopp et al, 2013). Neste estudo, nés investigamos a
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ocorréncia de diversidade genética entre cinco isolados brasileiros de S. mansoni,
provenientes de duas regides distintas dos Estados de Sergipe, Rio de Janeiro,
Minas Gerais e Rio Grande do Sul, através da técnica de “DNA barcoding” utilizando
a variacdo de sequéncias genéticas da subunidade cox | do DNA mitocondrial, e
procuramos identificar diferengcas evolutivas entre os isolados, em comparacdo a
isolados africanos provindos do Senegal, Nigéria, Mali, Camardes, Uganda, Quénia,
Tanzania e Zambia, previamente depositados na SCAN (Schistosomiasis Collection -
Natural History Museum of London).

2. Material e Métodos

Localidades amostrais: Foram utilizadas amostras de ovos e miracidios das
localidades de Estancia, Propria (Sergipe) e Januaria (Minas Gerais), e amostras de
ovos, miracidios, cercérias e vermes adultos de Sumidouro (Rio de Janeiro), e Esteio
(Rio Grande do Sul). As amostras provindas da localidade Estancia e Propria foram
coletadas durante a realizacdo de estudo anterior, realizado entre Outubro e
Novembro de 2015 (Lindholz et al, 2018) aprovado pelo Comité de Etica da
Pontificia Universidade Catélica do Rio Grande do Sul, e registrado sob o protocolo
namero 48809715.1.0000.5336. Amostras oriundas de Esteio (Rio Grande do Sul)
foram isoladas pelo Laboratério de Biologia Parasitaria da Escola de Ciéncias da
PUCRS, onde o ciclo biolégico é mantido com aprovacdo da Comissdo de Etica no
Uso de Animais da PUCRS (registro numero 15/00443). As amostras oriundas de
Januéaria (Minas Gerais) e Sumidouro (Rio de Janeiro) foram obtidas através de
colaboractes estabelecidas com a Universidade Federal de Minas Gerais e com a
Fundacdo Oswaldo Cruz, respectivamente. Foram utilizados como grupos
comparativos os isolados do Senegal, Nigéria, Mali, Camarfes, Uganda, Quénia,
Tanzania e Zambia, com sequéncias genéticas depositas na SCAN. Este trabalho foi
desenvolvido no Wolfson Wellcome Biomedical Laboratory, Zoology

Department, Natural History Museum of London (Londres, Reino Unido).

Preparacdo e extracdo de DNA: As amostras coletadas no Brasil foram
preservadas em etanol 70%, armazenadas individualmente de acordo com o estagio

de vida do parasito e localidade amostral. O DNA foi extraido individualmente de
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cada forma parasitaria, utilizando o kit DNeasy Blood and Tissue (Qiagen Ltd,
Crawley, UK) e eluido em 50 pL de solugéo tampao, obtendo uma concentracao final
de 3,5 a 30 ng/ uL de DNA total de cada amostra. 1 pL de cada amostra foi utilizado

para a reacao em cadeia da polimerase (PCR).

PCR da regido citocromo C oxidase subunidade | (cox [): Para cada forma
parasitaria, foram amplificados 450 pb da regido mitocondrial cox I. Para a PCR, foi
utilizado o volume final de 25 pL, utilizando o kit llustra™ puReTag Ready-To-Go
PCR Beads (GE Healthcare, UK), e 10 pmol de cada primer (Forward primer: Asmit
1 (Stothard et al, 2009) e Reverse primer COX1_Schist 3’ (Lockyer et al, 2003). Os
ciclos térmicos foram realizados em termociclador GeneAmp® PCR system 9700
(Applied Biosystems, UK). As condicfes utilizadas na PCR foram: 5 min a 95 °C,
seguidos de 40 ciclos de 30 seg a 95 °C, 30 seg a 40 °C e 1:30 min a 72 °C,
finalizando com um periodo de extenséo final de 10 min a 72 °C. Quatro microlitros
de cada amplicon foram visualizados em gel de agarose 0,8%, utilizando GelDoc
GBox F3-LFB através do programa GeneSys Versdo 1.5.6.0. As amostras positivas
foram purificadas utilizando o kit QIAquick PCR Purification (Qiagen Ltd, UK) e
sequenciadas pelo método Sanger em ambas as dire¢des, utilizando a diluicdo de 1

pmol dos primers inicialmente usados na PCR.

PCR da regido Internal Transcribed Spacer (ITS 1 + 2). Para comparar as
variacbes encontradas no mtDNA com o DNA nuclear, o rDNA completo da regiédo
ITS (927 pb) foi amplificado em todas as amostras analisadas. Os primers utilizados
foram Forward e Reverse ITS 1 + ITS 2 (Kane & Rollinson, 1994), e a PCR ocorreu
nas seguintes condi¢des: 5 min a 95 °C, seguidos de 40 ciclos de 30 seg a 95 °C, 30
seg a 58 °C e 1:30 min a 72 °C, finalizando com um periodo de extenséo final de 10
min a 72 °C. Todas as amostras analisadas neste estudo tiveram a confirmacao do
género Schistosoma obtida pela analise do marcador nuclear ITS. A extracao,
purificacdo e sequenciamento de DNA seguiram os mesmos protocolos utilizados

para cox |.

Andlise de sequenciamento de DNA: As sequéncias obtidas foram editadas
manualmente utilizando o programa BioEdit Sequence Alignment Editor verséo 7.0.5

(http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/page2.html) para remoc¢édo das ambiguidades e
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observacdo das posicbes polimoérficas entre as amostras. A identidade das
sequéncias obtidas foi confirmada utilizando o Basic Local Alignment Search Tool

(Blast) (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). As sequéncias genéticas obtidas, o

namero de haplotipos Unicos e a diversidade de haplotipos e de nucleotideos por
sequéncia foram analisados através do programa DNA Sequence Polymorphism
(DnaSP) verséo 5 (http://www.ub.edu/dnasp/index_v5.html).

Andlises filogenéticas: Todas as sequéncias de haplotipos cox | e ITS foram
analisadas através do programa MEGAS5 (Tamura et al, 2011). Os alinhamentos
filogenéticos foram desenhados com wuso do programa jModelTest 2

(http://[modeltest.org.) Relacbes evolutivas entre as amostras foram inferidas

aplicando os métodos de Neighbour-Joining (Saitou & Nei, 1987) e Maxima
Parciménia. As topologias foram desenhadas utilizando Schistosoma rodhaini como

grupo externo.

3. Resultados

Ao total, foram obtidas 47 sequéncias genéticas de isolados de cinco
diferentes localidades brasileiras: Estancia e Propria (Sergipe); Januéria (Minas
Gerais); Sumidouro (Rio de Janeiro) e Esteio (Rio Grande do Sul) (Tabela 1), através
das quais foram analisadas a diversidade local dos isolados amostrados. A fim de
investigar a possivel origem genotipica e separacdo geogréafica destes isolados,
foram utilizados como grupos comparativos diversas sequéncias genéticas
provindas de isolados do Senegal, Nigéria, Mali, Camarfes, Uganda, Quénia,
Tanzéania e Zambia, previamente analisados (Webster et al, 2013), e depositados em
bancos genéticos da Schistosomiasis Collection - Natural History Museum of
London. As analises de diversidade genética utilizando o DNA Sequence
Polymorphism (DnaSP) revelaram uma diversidade de haplétipos de 0,333,
enquanto que o padrao de variabilidade genética entre as sequéncias foi de 0,215,
nao demonstrando variacbes genéticas significativas entre os isolados brasileiros

abordados nesta analise.


https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
http://www.ub.edu/dnasp/index_v5.html
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Tabela 1: Descricdo das 47 sequéncias genéticas obtidas de isolados de cinco
diferentes localidades brasileiras: Estancia e Propria (Sergipe); Januaria (Minas

Gerais); Sumidouro (Rio de Janeiro) e Esteio (Rio Grande do Sul).

Localidade L Cod@o Descricdo da amostra COngo.
ocalidade sequéncia
Minas Gerais MG Verme adulto macho MG1
Minas Gerais MG Verme adulto fémea MG2
Minas Gerais MG Verme adulto macho MG3
Minas Gerais MG Cercéria MG 4
Minas Gerais MG Verme adulto macho MG5
Minas Gerais MG Verme adulto fémea MG6
Minas Gerais MG Verme adulto macho MG7
Minas Gerais MG Cercaria MGS8
Minas Gerais MG Verme adulto macho MG9
Minas Gerais MG Verme adulto macho MG10
Minas Gerais MG Verme adulto fémea MG11
Minas Gerais MG Verme adulto macho MG12
Minas Gerais MG Verme adulto fémea MG13
Minas Gerais MG Cercéria MG14
Minas Gerais MG Cercéria MG15
Rio Grande do Sul RS Verme adulto macho RS1
Rio Grande do Sul RS Verme adulto macho RS2
Rio Grande do Sul RS Verme adulto fémea RS3
Rio Grande do Sul RS Verme adulto fémea RS4
Rio Grande do Sul RS Verme adulto macho RS5
Rio Grande do Sul RS Verme adulto macho RS6
Rio Grande do Sul RS Cercéria RS7
Rio Grande do Sul RS Verme adulto macho RS8
Rio Grande do Sul RS Verme adulto fémea RS9
Rio Grande do Sul RS Verme adulto macho RS10
Rio Grande do Sul RS Verme adulto fémea RS11
Rio Grande do Sul RS Verme adulto fémea RS12
Rio Grande do Sul RS Verme adulto macho RS13
Rio Grande do Sul RS Ovos RS14
Rio de Janeiro RJ Verme adulto fémea RJ1
Rio de Janeiro RJ Verme adulto macho RJ2
Rio de Janeiro RJ Verme adulto macho RJ13
Rio de Janeiro RJ Verme adulto macho RJ14
Rio de Janeiro RJ Verme adulto macho RJ15
Rio de Janeiro RJ Verme adulto fémea RJ16
Rio de Janeiro RJ Verme adulto macho RJ17
Rio de Janeiro RJ Verme adulto macho RJ18
Rio de Janeiro RJ Verme adulto fémea RJ19
Rio de Janeiro RJ Miracidio RJ20
Rio de Janeiro RJ Verme adulto fémea RJ21
Rio de Janeiro RJ Cercéria RJ22
Sergipe Propria BrSEProp Cercéria BrSEPropl
Sergipe Propria BrSEProp Cercéria BrSEProp2
Sergipe Propria BrSEProp Cercéria BrSEProp3
Sergipe Propria BrSEProp Cercéria BrSEProp4
Sergipe Estancia BrSEEst Miracidio BrSEEstl
Sergipe Estancia BrSEEst Miracidio BrSEEst2
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Ao total, as sequéncias submetidas as andlises revelaram a ocorréncia de
apenas dois haplétipos entre as amostras brasileiras, sendo um composto pelas
amostras originarias de Propria e Estancia (Sergipe) e Januaria (Minas Gerais), e
outro pelas amostras do isolado Sumidouro (Rio de Janeiro). O grupo externo,
utilizado para comparacgdo, € formado por 120 haplotipos previamente descritos,
separados em cinco linhagens genéticas distintas (Webster et al, 2013). Aplicando o
meétodo de agrupamento filogenético de Maxima Parciménia, foi observado que as
sequéncias de isolados do Brasil aparentam ter uma associacdo genética mais
similar as sequencias do Senegal e Nigéria, em comparacdo aos demais paises
analisados, sugerindo a possivel origem das linhagens brasileiras nestas regiées da
Africa.

A organizacao filogenética mais parcimoniosa obtida entre as sequéncias
genéticas utilizadas neste estudo esta representada na Figura 1. A irradiacdo das
linhagens de S. mansoni abordadas neste estudo podem ser melhor visualizadas
através da Figura 2, onde cada linha pequena representa uma pequena alteracao
nos pares de bases, e 0s circulos menores representam linhagens sem amostragem
suficiente para inferéncia de correlacdo evolutiva ou a ocorréncia de haplétipos

extintos.
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Figura 1: Alinhamentos filogenéticos desenhados com uso do programa
jModelTest 2 (http://imodeltest.orq) demonstrando as relaces evolutivas entre 0s
isolados de Sergipe, Minas Gerais, Rio de Janeiro, Rio Grande do Sul e isolados
do Senegal, Nigéria, Mali, Camarbes, Uganda, Quénia, Tanzania e Zambia,
utilizando como grupo externo S. rodhaini.
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Figura 2: Rede de conexdo entre todos os haplétipos utilizados neste
estudo, gerada a partir do critério de Maxima Parciménia, com uso do
programa Population Analysis with Reticulate Trees
(http://popart.otago.ac.nz/index.shtml).
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4. Discussao

A técnica de DNA “barcoding” vém sendo utilizada em muitos estudos
investigativos de estruturacdo de populacdes e diversidades intra e interespecificas.
Nesta abordagem, os estudos mais frequentemente desenvolvidos, explorando
espécies de Schistosoma através de investigacdes com mtDNA tém demonstrado
alta diversidade entre populagfes de areas endémicas (Morgan et al, 2005; Stothard
et al, 2009; Webster et al, 2013; Gower et al, 2017). Variacdes genéticas do mtDNA

cox | de populagcdes de Shistosoma sp. ndo raramente apresentam variagdes
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genéticas entre populacdes do parasito, acumulando considerveis nameros de

substituicdes de nucleotideos (Zarowiecki et al, 2007).

Neste estudo, foi utilizado o mtDNA cox | “barcoding” para analisar a
diversidade genética de S. mansoni de cinco diferentes localidades do Brasil, em
comparacao a isolados de 22 localidades diferentes, oriundas de paises africanos.
Foram utilizadas amostras de DNA individualmente extraidas de ovos, miracidios,
cercarias e vermes adultos de S. mansoni dos isolados brasileiros, a fim de
minimizar contaminagfes e potencializar as andlises individuais. Ao final do
processamento das amostras, um total de 47 sequéncias genéticas foi utilizado para
comparacao de diversidade genética. As analises demonstraram a presenca de dois
haplétipos presentes entre os isolados brasileiros, sendo um composto pelos
isolados oriundos dos estados de Sergipe, Minas Gerais e Rio Grande do Sul, e
outro composto pelo isolado provindo do Rio de Janeiro. A diversidade de haplotipos
obtida é considerada baixa (0,333), e o padrdo de variabilidade genética entre as
sequéncias ndo demonstrou variagcbes genéticas significativas entre os isolados

brasileiros abordados nesta analise.

Webster e colaboradores (2013), utilizando metodologia similar, compararam
a diversidade genética de isolados de S. mansoni provenientes da Africa, América
do Sul, Ardbia Saudita e Om&, onde demonstraram a ocorréncia de ampla
diversidade genética do parasito entre os isolados africanos, resultando em 120
haplétipos de 22 localidades, majoritariamente isoladas da natureza, refletindo o

total de cinco linhagens parasitarias diferentes.

As populacbes de S. mansoni foram introduzidas na América do Sul via
oceano Atlantico, com a chegada de escravos trazidos da Africa durante os séculos
XVI a XIX (Crellen et al, 2016). Atualmente, esta hipotese € a melhor aceita, e vem
sendo suportada por dados obtidos utilizando técnicas de DNA barcoding e de
microssatélites, as quais revelam menores indices de diversidade genética entre
isolados da Africa Ocidental e das Ameéricas, sugerindo a introducdo recente do
parasito no Novo Mundo (Morgan et al, 2005; Gower et al, 2013).

Desde meados do século XVI, um grande numero de africanos desembarcou
nos portos brasileiros. O trafico transatlantico contribuiu no povoamento do Brasil por
grupos vindos de diversas regides da Africa, de maneira que no inicio, grande parte

dos escravos que chegavam aos portos nordestinos provinham da regido do
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Senegal e Gadmbia, de onde variadas etnias eram deportadas. Para as provincias do
Rio de Janeiro, Minas Gerais, Sao Paulo e Rio Grande do Sul, a regido da Angola foi
a principal area de exportacdo. Apos 1815, quando houve intensificacdo dos
esforcos ingleses no impedimento do trafico negreiro, os traficantes do Rio de
Janeiro passaram a abordar a costa ocidental da Africa, regido atual da Tanzania,
norte de Mogambique, Malaui e nordeste de Zambia, enquanto que traficantes de
Salvador concentraram suas capturas na regido sudoeste da atual Nigéria
(Albuguerque & Fraga-Filho, 2006). Uma vez capturados, e transportados via
oceano Atlantico, os africanos desembarcavam nos principais portos brasileiros,
como Rio de Janeiro, Salvador, Recife, Fortaleza, Belém e S&o Luiz, de onde eram
distribuidos a praticamente todas as regides do pais. Desta forma, o regime de
escravidao possibilitou a chegada de muitos individuos infectados por S. mansoni.
Este fato, associado aos movimentos migratorios, as ausentes ou precarias
condi¢cdes sanitarias, e a presenca do hospedeiro intermediario (caramujos do
género Biomphalaria) sdo alguns dos principais fatores que contribuiram para a
dispersdo da esquistossomose no Brasil, inicialmente expandida pela regido
nordeste, formando extensa area de transmisséo entre os estados do Rio Grande do
Norte e a Bahia, e posteriormente, passando a ocorrer em outras localidades em
focos isolados (Figura 3) (Ministério da Saude, 2014).
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Figura 3: Representacao do processo de dispersdo da esquistossomose mansonica
no Brasil.
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Fonte: Ministério da Saude, Secretaria de Vigilancia em Saude, Departamento
de Vigilancia das Doencas Transmissiveis. Vigilancia da esquistossomose
mansoni, diretrizes técnicas, Brasilia, Distrito Federal (2014).

Considerando o contexto histérico, a propagacdo da infeccdo foi e continua
sendo favorecida por alguns aspectos como: longevidade dos vermes adultos;
capacidade das fémeas em depositar um alto nimero de ovos por dia; carater
cronico da infeccdo (refletido na auséncia de procura pelo tratamento),
contaminacdo de cole¢des hidricas, os fluxos migratérios e habitos de vida do
homem, associados a ampla distribuicdo de hospedeiros intermediarios e
precariedade/auséncia condi¢cdes sanitarias (Ministério da Saude, 2014). Estas
caracteristicas refletem as diferencas na estrutura genética do parasito, e suas
adaptacdes ao meio ao qual ocorre. Um estudo desenvolvido no Senegal usando
marcadores de microssatélites demonstrou a distribuicdo aleatéria de variagédo

genética entre parasitos de diferentes lugares e hospedeiros, confirmando a idéia de
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que, um homem infectado potencialmente é um reservatério de subpopulaces de
Schistosoma (Broeck et al, 2014).

Neste contexto, com o objetivo de elucidar a origem genética do S. mansoni
nas diferentes regides abordadas neste estudo, foram analisadas amostras oriundas
de cinco regides brasileiras distintas, em comparacdo a amostras oriundas de 22
regibes diferentes, distribuidas entre 8 paises africanos (Senegal, Nigéria, Mali,
Camardes, Uganda, Quénia, Tanzania e Zambia). Os resultados obtidos
demonstraram que os isolados brasileiros sdo mais aparentados geneticamente com
isolados oriundos do Senegal e Nigéria, em comparacdo aos demais paises
africanos analisados, sugerindo a possivel origem das linhagens brasileiras nestas
regibes da Africa. Desta forma, a introducdo recente do parasito, em comparacéo ao
tempo de ocorréncia e evolucao parasito-hospedeiro presente nas regides africanas
pode estar justificando a baixa variabilidade genética dos isolados utilizados para
comparacdo no presente trabalho. Em adigcdo a isto, as amostras provindas de
Minas Gerais, Rio de Janeiro e do Rio Grande do Sul foram, inicialmente, isoladas
na natureza, entretanto sdo mantidas laboratorio por variados periodos de tempo.
Este fato pode estar contribuindo com a reducdo da variabilidade genética dos
parasitos, uma vez que os ciclos de infeccdo apresentam menor disponibilidade de
hospedeiros em ambientes controlados (Han et al, 2009; King et al, 2015; Webster et
al, 2015). As informacdes sobre diversidade genética e correlacdo entre isolados dos
parasitos entre Brasil e Africa demonstrados neste trabalho, sugerem relacdes
evolutivas entre as linhagens de S. mansoni, e apresentam um vasto campo para a
pesquisa, uma vez que as informacdes sobre as rotas de dispersao e
estabelecimento de focos da esquistossomose no territério brasileiro sdo escassas
na literatura. Em adicdo a isto, a ocorréncia de variadas linhagens do parasito em
uma mesma regido tende a alterar a dinamica de transmissdo da infec¢ao, podendo
aumentar os niveis de patogenicidade e resisténcia a farmacos, influenciando na

selecdo genética dos parasitos, favorecendo fendtipos mais adaptados.
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ANEXO

Aprendizados e experiéncias obtidos durante o Doutoramento

O projeto “Estancia” surgiu como fruto de uma antiga necessidade do Grupo
de Biologia Parasitaria da PUCRS, e que, nos ultimos anos, veio tomando forma
diante das parcerias estabelecidas entre o Grupo de Pesquisa e as Secretarias de
Saude do Estado de Sergipe e do Municipio de Estancia, especialmente com a
Equipe de Controle de Endemias deste Municipio. Como questionamentos
fundamentais para o desenvolvimento deste estudo, foram considerados os dados
disponiveis da literatura sobre comparacdo de métodos diagnosticos da
esquistossomose, especialmente os desenvolvidos em territério brasileiro, com
aplicacdo do método Helmintex, em associacdo a necessidade de avaliacdo de
desempenho dos métodos diagnosticos correlacionados com a carga parasitaria dos
individuos infectados, possibilitando assim, a descricdo das sensibilidades e

fragilidades apontadas por cada método abordado no estudo.

Anteriormente ao desenvolvimento deste projeto, algumas pesquisas
utiizaram o método Helmintex em estudos de comparacdo de desempenho
(Caldeira et al, 2012; Pinheiro et al, 2012; Oliveira et al, 2018), entretanto, 0s grupos
amostrais abordados nestas investigacdes ndo ultrapassaram o total de 250
individuos. Em adicdo, muitas das amostras fecais utilizadas nestes estudos
apresentaram alta carga parasitaria, favorecendo o diagnostico parasitoldgico,
mesmo quando utilizados métodos de sensibilidade reduzida. Neste contexto, surgiu
o projeto “Estancia”, visando a abordagem de um grande numero de amostras
biolégicas (fezes, urina e sangue), em uma regido de média prevaléncia
(inicialmente determinada em 25% - dados da Secretaria Municipal de Saude de
Estdncia em comunicagdo pessoal). Devido as caracteristicas do local, e da
dindmica de infeccdo apresentada, ndés pensamos na hipétese de ocorréncia de uma
ampla distribuicdo de cargas parasitarias entre os individuos infectados, fato que
estaria favorecendo a subestimativa da prevaléncia naquela localidade. Diante do
cenario apresentado, em associacdo a necessidade de estabelecimento de um

método de referéncia no diagndstico da esquistossomose, nés desenvolvemos este
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projeto de pesquisa na localidade Candeal, municipio de Esténcia, Estado de
Sergipe, Brasil.

A experiéncia da elaboracdo de ideias, escrita e desenvolvimento de um
projeto de Doutorado €, sem duavida, um processo de crescimento e
amadurecimento constante e incalculavel. Diante da proposta de amostrar individuos
em uma comunidade tdo distante, geograficamente e culturalmente da nossa, nao
foram medidos esforcos e dedicacdo para que o melhor trabalho fosse realizado. As
expedicbes a campo, a equipe de trabalho composta por integrantes do Grupo de
Biologia Parasitaria da PUCRS, por colaboradores da Secretaria Municipal de
Saude, lideres comunitarios e pela comunidade local, deram a este trabalho um
sentido muito mais amplo do que ao qual ele se propunha inicialmente, quando fora

pensado sobre a estrita avaliacdo dos métodos diagndsticos.

Diariamente, nos despendiamos 12 horas do dia entre atividades na
comunidade (cadastramento de participantes, distribuicdo e coleta dos frascos
coletores; esclarecimento de duvidas, atividades de educacdo em saude) e
atividades no laboratério (processamento das amostras e acondicionamento de
material biolégico). Apds o “término do expediente”, as planilhas de coletas eram
atualizadas, os dados coletados eram contabilizados, e os diarios de campo eram
escritos. Neste momento, posso dizer que o fato de o sol nascer as 4:30 da manha
ja ndo era um fator limitante, tamanho era o cansaco quando finalmente chegava o
momento de dormirmos nossas preciosas 4 horas de sono. Afinal de contas, como
diz meu orientador, “dormir pra que, guria?”! No dia seguinte nossa missao
recomecava, e o aprendizado era diario e continuo durante todo o periodo que
passamos em Candeal, durante as duas expedicdes realizadas.

O convivio intenso com a comunidade, as atividades de educacdo em saude
desenvolvidas na escola municipal Dr. Antonio Manuel de Carvalho Dantas, as
atividades de laboratorio realizadas na Unidade Basica de Saude Clovis Franco e as
redes de contatos estabelecidas durante todo o desenvolvimento deste projeto sdo
resultados que nao podem ser quantificados, mas, certamente foram alguns dos
maiores aprendizados durante o processo de Doutoramento. Ao total, foram
coletadas amostras biolégicas de aproximadamente 700 individuos voluntarios,
durante 20 dias de expedicdo em campo. Apds realizacdo dos exames de fezes, os

participantes receberam os laudos médicos pessoalmente e individualmente, e
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foram orientados quanto ao tratamento e medidas de prevencdo da infeccao.
Paralelamente a isto, agbes de mobilizagdo da comunidade foram realizadas com
apoio e estimulo do lider comunitario, resultando na implantacdo de uma caixa
d’agua na comunidade Candeal, reduzindo assim, o contato com fontes de infec¢ao
da esquistossomose. Adicionalmente, foram realizadas atividades de popularizacao
da ciéncia e educacdo em salde através de entrevista a radio local, onde foram
discutidos 0s nossos objetivos, métodos e os beneficios do desenvolvimento deste

tipo de abordagem a cada comunidade alvo.

Em contrapartida, iniumeros foram os esforcos no sentido de desenvolver
habilidades de compreensdo, colaboracdo e convivio com esferas até entdo
distantes da minha realidade. Durante o desenvolvimento do projeto Estancia, pude
conhecer e conviver com iniumeros personagens, de diferentes escalas sociais e
cada um desempenhando um papel importante neste contexto. O desenvolvimento
deste projeto em parceria com instituicdes publicas e seus servidores, Estaduais e
Municipais, me propiciou o conhecimento na pratica de suas rotinas. Muitos atores
foram marcantes aqui, positiva e negativamente. Tivemos a satisfagdo em trabalhar
com a Equipe de Controle de Endemias da Secretaria Municipal de Saude de
Estancia, que em momento algum mediu esforcos em colaborar para o melhor
resultado possivel no desenvolvimento do projeto, posi¢cdo esta também abordada
pela diretoria da Unidade Basica de Saude na qual desenvolvemos as atividades de
laboratério, e, igualmente, nas pessoas que compunham a administracdo da Escola
onde grande parte dos nossos encontros comunitarios foram realizados. Entretanto,
algumas situacbes e adversidades nos mostraram outras realidades, que,
infelizmente, se repetem na prestacdo de muitos dos servicos publicos do nosso
pais. A saber, citando um breve exemplo: durante o desenvolvimento de nossa
rotina de laboratério, todos 0os minutos eram preciosos, devido a quantidade de
amostras biolégicas processadas por dia, e com os recursos fisicos e de pessoal
limitados. Enquanto desenvolviamos nosso trabalho, em muitos momentos, tivemos
a oportunidade de conviver com um servidor que passava os dias conversando e
contando piadas, sem realizar nenhuma das tarefas sob sua responsabilidade no
cargo ao qual estava vinculado. As justificativas dele eram de que, dentro de quatro
anos ele iria se aposentar, e sendo assim, ja nao trabalhava mais! Esta, entre outras

tantas situagbes ficaram marcadas em mim, num processo de amadurecimento e
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percepcdo de mim enquanto humana e pesquisadora, e do trabalho dedicado a
ciéncia e saude publica ao qual eu me dispus a realizar sem limites de envolvimento.
Exemplos como estes valem ser lembrados, ndo para repeti-los, mas sim para a

reflexdo de como somos diferentes e nisto esta a nossa riqueza.

Seguindo perfis com abordagens em saude publica e estudos de
epidemiologia, outras investigacbes vém sendo desenvolvidas pelo Grupo de
Biologia Parasitaria da PUCRS. Entre estes, cito os trabalhos desenvolvidos na
comunidade da Vila Pedreira, Esteio (RS), onde nosso Grupo de Pesquisa
desenvolve estudos desde a descoberta do foco de esquistossomose em 1997
(Graeff-Teixeira et al, 1999). Nesta localidade, durante dois anos, tive a
oportunidade de colaborar com o desenvolvimento de atividades de educacdo em
saude no Centro Municipal de Educacdo Basica Trindade, e na realizacdo de coleta
de sangue e urina em inquérito realizado na comunidade Vila Pedreira a partir da
amostragem de escolares. Neste periodo, também participei da investigacdo de
presenca e coletas de Biomphalaria sp., para estudos de certificacdo de interrupgao
do foco de esquistossomose. Estes, entre outros dados obtidos neste estudo, estado
compilados na dissertacdo de Mestrado da colega Angélica Ramirez (in memoriam),

ainda ndo publicados.

Em adicdo aos estudos relacionados a diagnéstico, o periodo de
Doutoramento proporcionou-me uma incrivel experiéncia internacional, onde pude
desenvolver parte deste projeto de pesquisa no “Natural History Museum of London”.
Nesta ocasido, sob supervisdo da Dra. Bonnie Webster, desenvolvi pesquisas sobre
diversidade genética de S. mansoni e realizei estudos sobre dispersdo do parasito
no Brasil. Esta experiéncia, sem dudvidas, é parte fundamental do meu

amadurecimento e enriquecimento pessoal e profissional.

Em colaboragéo as experiéncias citadas, o desenvolvimento deste Doutorado
me oportunizou participar de outros projetos de pesquisa, 0s quais foram Unicos em
termos de vivéncias pessoais e de crescimento cientifico. Em projeto coordenado
pelo Dr. Martin Enk (Instituto Evandro Chagas — Para), tive a oportunidade de
participar de um estudo desenvolvido no municipio de Turiacu (MA). Nesta ocasiao,
amostras humanas de sangue, fezes e urina foram coletadas, e métodos
diagnésticos foram aplicados durante 18 dias de trabalho de campo. Em uma

abordagem similar, desenvolvida sob coordenacdo do Dr. Stephan Geiger
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(Universidade Federal de Minas Gerais), foram realizadas coletas e aplicagédo de
métodos parasitologicos durante 15 dias na comunidade Brejo do Amparo, Januéria
(MG). Estas colaboracbes me proporcionaram 0 convivio com as equipes de
trabalho de cada instituicdo, e o aprendizado de métodos, técnicas e experiéncias

trocadas ao longo do periodo de trabalho compartilhado.

Em adicdo, muito antes dos quatro anos dedicados ao Doutoramento, venho
desenvolvendo atividades no Grupo de Parasitologia Biomédica da PUCRS desde
2012, onde dedico minhas atencdes especialmente a dindmica de transmissédo da
esquistossomose, e ao aprimoramento de técnicas diagnésticas. Diante desta
experiéncia, posso citar o enorme conhecimento e habilidades que desenvolvi na
deteccdo de ovos de S. mansoni, especialmente com a técnica de coloragdo por
Ninidrina. Recentemente, de acordo com os resultados demonstrados no Capitulo |
desta Tese, 0 método Helmintex foi reconhecido por érgaos publicos de salde como
o método “Padrao Ouro” no diagndstico da esquistossomose (Sociedade Brasileira
de Medicina Tropical, 2018). Todo conhecimento adquirido ao longo destes anos,
em especial as habilidades em examinar amostras fecais e identificar ovos de S.
mansoni, permitiram-me participar em co-autoria de alguns trabalhos desenvolvidos

no Grupo de Biologia Parasitaria da PUCRS, e em colaboracfes externas, a saber:

1) “Optimization of the Helmintex method for schistosomiasis diagnosis” (Favero
et al, 2017);
2) “Evaluation of diagnostic methods for the detection of intestinal

schistosomiasis in endemic areas with low parasite loads: Saline gradient,
Helmintex, Kato-Katz and rapid urine test” (Oliveira et al, 2018);

3) “Criteria for identification of Schistosoma mansoni eggs in fecal sediments

prepared with the Helmintex method and stained with nynhidrin” (Souza et al,
2018 — submetido ao peridodico Memorias do Instituto Oswaldo Cruz, ID
MIOC-2018-0529);

4) ‘A new diagnostic strategy which uses a Iuminol-H202 system to

detect Schistosoma mansoni eggs in fecal sediments processed by the

Helmintex method” (Favero et al, 2019 — submetido ao peridodico PNAS -
Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of
America, ID 2019-02255).
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CONSIDERACOES FINAIS

Capitulo_I: “Study of diagnostic accuracy of Helmintex, Kato-Katz, and POC-

CCA methods for diagnosing intestinal schistosomiasis in Candeal, a low

intensity transmission area in northeastern Brazil”
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A prevaléncia estimada pelo método de Kato-Katz foi de 11,9%, enquanto
que pelo método Helmintex foi de 40,6%, representando 55 e 187 amostras
positivas, respectivamente.

A prevaléncia demonstrada pelo teste rapido de urina POC-CCA foi de 71,6
% quando considerados os tracos como positivos, e 40,6% quando
considerados os tragos negativos.

O maior numero de individuos infectados apresentou baixa carga
parasitaria, sendo 187 casos positivos diagnosticados pelo método
Helmintex, e destes, 131 (70%) apresentaram cargas inferiores a 1 OPG.

A comparacao entre os métodos Kato-Katz e Helmintex apresentou 46 e 14
amostras positivas, respectivamente, contendo entre 1 e 12 OPG, enquanto
23 amostras apresentaram carga parasitaria superior a 50 OPG.

A sensibilidade demonstrada pelo teste rapido de urina POC-CCA variou
entre 57,4% e 81,9%, considerando os resultados tragcos como positivos, ou
negativos, respectivamente. Tal incongruéncia reflete a inconsisténcia no
uso deste teste para diagnostico da esquistossomose.

O método Helmintex demonstrou ser o teste diagndstico mais sensivel e
100% especifico descrito até o presente momento, sendo capaz de detectar
infecgbes com sensibilidade 3 vezes superior ao método de Kato-Katz,
atualmente indicado pela OMS ao diagnéstico da esquistossomose
mansonica.

A exceléncia dos resultados apresentados pelo método Helmintex no
grande numero amostral abordado sugere a indicacdo do método como

padrao ouro no diagndéstico da esquistossomose mansonica.
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Conclusdes gerais: Estudo de base populacional, envolveu 461 participantes

voluntarios de Candeal, Estancia (SE), Brasil. A prevaléncia de esquistossomose foi
determinada em 11% através do método de KK, 40% através do HTX, e 71%
utilizando o teste POC-CCA. 70% dos individuos amostrados apresentaram carga
parasitaria inferior a 1 OPG, revelando uma dissociacdo entre a prevaléncia e
intensidade de transmissao nesta localidade. Os resultados obtidos confirmam que o
método Helmintex é um procedimento de deteccdo de ovos altamente sensivel e
sustentam sua utilizacdo como método de referéncia para o diagnostico de

esquistossomose intestinal e para avaliacdo comparativa de outros testes.

Capitulo |I: “Evaluating an adult microsomal antigens (MAMA) to detect
Schistosoma mansoni infections in a highly endemic area in Candeal, Sergipe
(Brazil)”

1.1 52 amostras de soro de pacientes positivos com carga parasitaria inferior a 1
OPG foram analisadas. Destas, 47 apresentaram reatividade ao antigeno MAMA,
enquanto que 5 amostras apresentaram resultado negativo;

1.2 36 amostras de soro de participantes positivos com carga parasitaria igual ou
superior a 1 OPG foram analisadas. Destas, 31 apresentaram reatividade ao
antigeno MAMA, enquanto que 5 amostras foram negativas a presenca do antigeno.
1.3 Os resultados demonstrados pelo antigeno MAMA apresentam maior nimero
de casos falso-positivos em amostras com cargas parasitarias inferiores a 1 OPG,
enquanto que o maior percentual de resultados falso-negativos foi apresentado nas
amostras compostas por cargas parasitarias superiores a 1 OPG.

1.4 Segundo os resultados obtidos, a correlacdo entre falsos-positivos e falsos-
negativos nao aparenta estar, em analise prévia, correlacionada a carga parasitéria,
uma vez que nos individuos com maiores cargas os resultados falso-negativos foram
mais expressivos.

1.5 A utilizacdo do antigeno MAMA, atualmente considerado um dos antigenos
mais especificos e sensiveis no diagnostico da esquistossomose, apresenta serias
limitacdes, demonstradas a ocorréncia de resultados falsos-positivos e falsos-

negativos em amostras de variadas cargas parasitarias.
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1.6 Fatores como dificuldade de producéo, alto custo financeiro e necessidade de
condi¢Bes e equipe laboratorial especializada sédo fatores associados a limitagdo do
uso de testes sorologicos no diagndéstico da esquistossomose, indicando-se o uso
apenas em casos de triagem de pacientes suspeitos, necessitando a aplicacédo de

outros métodos associados para confirmacao da infec¢do por S. mansoni.

Conclusdes gerais: 138 amostras de soros humanos previamente coletados foram

utilizadas para analisar o desempenho do diagnostico atravées da deteccdo do
antigeno MAMA, através do método de Western Blot. 76,8% das amostras foi
detectada por reacdo sorolégica ao antigeno MAMA e 23,2% nao apresentaram
reatividade. No total, foram reconhecidos 78 casos verdadeiramente positivos, 22
verdadeiramente negativos, 10 (11,4%) falso-negativos e 28 (56%) falso-positivos,

utilizando o método Helmintex como método de referéncia para o diagnostico.

Capitulo_lll: “Genetic diversity within Schistosoma mansoni: DNA barcoding

reveals one genetic group in Brazil”

1.1 Ao final das extracfes e purificacdes de DNA, foram obtidas 47 sequéncias
genéticas de alta qualidade, dos isolados brasileiros de Estancia e Propria
(Sergipe), Januaria (Minas Gerais), Sumidouro (Rio de Janeiro) e Esteio (Rio
Grande do Sul), através das quais foram analisadas a diversidade genética
local.

1.2 Foram utilizados como grupos comparativos externos, as sequéncias
genéticas de isolados do Senegal, Nigéria, Mali, Camardes, Uganda, Quénia,
Tanzania e Zambia, depositados em bancos genéticos da Schistosomiasis
Collection - Natural History Museum of London.

1.3 A diversidade de haplétipos entre os isolados brasileiros foi de 0,333,
engquanto que o padrao de variabilidade genética entre as sequéncias foi de
0,215, ndo demonstrando variagfes genéticas significativas entre os isolados
abordados nesta andlise.

1.4 Foi demonstrada a ocorréncia de apenas dois haplétipos entre os isolados

brasileiros, sendo um composto pelas amostras originarias de Propria e
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Estancia (SE), Januéaria (MG)) e Esteio (RS) e outro pelas amostras do
isolado Sumidouro (RJ).

1.5 As sequéncias de isolados do Brasil aparentam ter uma associacao genética
mais similar as sequencias do Senegal e Nigéria, em comparacdo aos
demais paises africanos analisados, sugerindo a possivel origem das
linhagens brasileiras nestas regides da Africa.

Conclusdes gerais: Cinco isolados brasileiros de S. mansoni (Estados de Sergipe,

Rio de Janeiro, Minas Gerais e Rio Grande do Sul) foram utilizados para estudos de
ocorréncia de diversidade genética, em comparacao a isolados africanos. Com uso
da técnica de “DNA barcoding”, utilizando a variagdo de sequéncias genéticas da
subunidade cox | do DNA mitocondrial foram identificados dois haplétipos ocorrentes
entre as amostras brasileiras, sugerindo a origem dos isolados nos paises africanos

do Senegal e Nigéria.
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PERSPECTIVAS

Diante dos resultados apresentados, as perspectivas para a continuidade das
pesquisas abordadas nesta Tese estdo relacionadas ao aprofundamento dos
estudos sobre deteccdo de ovos pelo método Helmintex, através da busca de
estratégias inovadoras para o aprimoramento da leitura de sedimentos fecais,
visando a reducd@o no tempo necessario a leitura dos resultados; o desenvolvimento
de estudos nas regides descritas com maior niumero de pessoas infectadas em
Candeal, correlacionando os casos positivos as suas possiveis fontes de infeccéo; o
acompanhamento da localidade Candeal e o desenvolvimento de medidas de
saneamento basico e educagdo em saude a fim de monitorar o comportamento
focal; a definicdo dos critérios de certificacdo de interrupcdo da transmissdo da
esquistossomose na localidade Candeal ao longo do tempo; a avaliacdo sorologica
dos 47 antigenos disponiveis para S. mansoni e a descricdo dos indices de
sensibilidade, utilizando como método de referéncia o Helmintex; a descricdo da
correlacao entre o desempenho do antigeno MAMA e do teste rapido de urina POC-
CCA na detecc¢édo da infeccao por S. mansoni, utilizando como método de referéncia
o Helmintex; a ampliacdo do numero de isolados no estudo de variabilidade
genética, amostrando pelo menos uma forma parasitaria de cada Estado brasileiro
com ocorréncia natural de esquistossomose, e o desenvolvimento de andlises de
diferenciacéo entre isolados obtidos na natureza em comparacao a cepas mantidas

em laboratorio.
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