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Resumo

A esquistossomose mansonica é uma infeccdo causada por um trematddeo, Schistosoma
mansoni. No Brasil, as areas de maior ocorréncia sdo o norte de Minas Gerais e nordeste
do pais. Nos tltimos anos, houve uma reducéo significativa na morbidade e prevaléncia
desta infeccdo em algumas regides. No entanto, a esquistossomose ainda é considerada
uma doenca parasitaria em expansdo geografica. Em 1997, foi diagnosticado o primeiro
caso autdctone em Esteio, no Rio Grande do Sul (RS). Desde entdo, 28 pessoas foram
confirmadas com esquistossomose e monitoradas pelo Grupo de Parasitologia
Biomédica da PUCRS. O objetivo deste estudo foi investigar e atualizar indicadores de
interrupgao da esquistossomose em Esteio, RS. Neste trabalho foram coletadas amostras
de sangue de individuos ex-infectados por S. mansoni e de criangas em idade escolar de
Vila Pedreira, Esteio. As criangas tiveram também coletadas amostras de urina. As
amostras de sangue de foram analisadas pelo método de Western-blot (WB), utilizando
0 antigeno microssomal de S. mansoni (MAMA) e as urinas pelo teste rapido utilizando
antigeno circulante catédico (POC-CCA). Resultados positivos foram confirmados pelo
método Helmintex. 18 criancas tiveram resultado positivo para POC-CCA. Nestes casos
os resultados da sorologia e do método Helmintex foram negativos. Existe a
possibilidade de interrupcdo da transmissdo da esquistossomose em Esteio, porém a
certificacdo desta interrupcdo depende da continuidade por muito tempo, do

monitoramento e ajuste dos métodos mais adequados para esta finalidade.

Palavras-chave: esquistossomose, baixa endemicidade, diagndstico, interrupcdo da

transmissao.



Abstract

Schistosomiasis is a trematode infection caused by Schistosoma mansoni. The
parasitosis occurs mainly in northern Minas Gerais and northeastern States in Brazil.
There has been a significative reduction in morbidity and prevalence of schistosomiasis
in some areas. However, the parasitosis is still considered an infection that is expanding
geographically. The first autochthonous case in Esteio, Rio Grande do Sul (RS) was
diagnosed in 1997. Since that date, 28 individuals were found infected with S.mansoni
and have been followed up by the Grupo de Parasitologia Biomédica at PUCRS. The
objective of the present study was to investigate and update data indicating a possible
interruption of transmission. Serum samples were collected from the individuals
previously identified with the infection and from school-aged children at Vila Pedreira,
Esteio. From children, urine samples were also collected and tested with the rapid test
“point of care” for detection of cathodic circulating antigen (POC-CCA). Serum
samples were examined by Western-blot (WB), with S.mansoni microsomal antigen
(MAMA). 18 children were positive at POC-CCA test. None of the positive results
with molecular methods were positive by Helmintex. Transmission interruption in
Esteio may probably have occurred, but its certification needs a long-term monitoring as

well as adjustment of best suited methods for this challenging task.

Key words: schistosomiasis, low endemicity, diagnosis, transmission interruption.
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1. INTRODUCAO

1.1. HISTORICO DA ESQUISTOSSOMOSE

A esquistossomose, infecgdo causada por parasitos do género Schistosoma, é
endémica em paises tropicais e subtropicais, e estima-se que cerca de 240 milhdes de
pessoas estejam contaminadas e 700 milhdes estdo em risco de contaminagdo (WHO,
2015). Segundo dados fornecidos pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS), em
locais onde os programas de controle epidemioldgico obtiveram sucesso, os indices de
prevaléncia e intensidade de infecgdo diminuiram notavelmente, assim como as formas
graves da doenca (Rey, 2001). Existem trés principais agentes dessa parasitose em
humanos, sdo eles: Schistosoma mansoni, caracteristico das Américas, Africa, Oriente
Médio; Schistosoma japonicum, encontrado no Extremo Oriente, ambas espécies
ocasionando a doenca hepato-intestinal; Schistosoma haematobium, mais comum na
Africa e Oriente Médio, causador da infeccdo genitourinaria. Outras trés espécies
conhecidas por também causarem doenca em humanos sdo o Schistosoma mekongi, que
habita o sudeste asiatico; Schistosoma guineensis e Schistosoma intercalatum,

encontrados na Africa Ocidental e Central (Colley et al., 2014).

Em 1847, os primeiros aspectos clinicos da esquistossomose foram relatados pelo
japonés Fuji (Neves et al., 2010), porém em 1852 o médico alemdo Theodore Bilharz
tornou-a conhecida durante necropsias feitas em um hospital do Cairo, onde ele
observou um trematddeo de sexos separados associado a longas lesdes intestinais que
causavam disenteria (Prata, 2008). Desta maneira ele descreveu pela primeira vez a
infeccdo que futuramente se chamaria esquistossomose (Carvalho et al., 2008) e pelo
fato de ter sido descrita primeiramente por Bilharz, esta infecgdo também é chamada de

bilharziose (Neves et al., 2010). Devido a fenda no corpo do verme macho, 0 nome de



origem grega Schistosoma (schisto= fenda; soma= corpo) foi sugerido por Weinland em
1858, e permanece aceito até os dias atuais (Prata, 2008). A espécie Schistosoma
mansoni foi assim nomeada em 1907 por Sambon, que propds esse nome devido a
identificacdo de ovos de espiculo lateral em fezes de um enfermeiro observadas por
Patrick Manson em 1902, sugerindo uma nova espécie de Schistosoma. No Brasil, a

espécie foi descrita detalhadamente em 1908 na Bahia por Piraja da Silva (Katz, 2008).

Acredita-se que a chegada da esquistossomose no Brasil ocorreu com a vinda de
imigrantes asiaticos e escravos africanos durante o periodo colonial. As condi¢Bes
favoraveis do clima e a existéncia de um hospedeiro intermediario, o caramujo do
género Biomphalaria, permitiram a permanéncia do parasito em territorio nacional
(Neves et al., 2010). Os focos endémicos no Brasil estdo, em sua maioria, no nordeste e
norte do pais, principalmente Pernambuco, Alagoas, Sergipe, Rio Grande do Norte,
Paraiba, Bahia, Maranhdo e também no norte de Minas Gerais. Existem também alguns
pequenos focos de transmissdo residual no Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Parana, Santa
Catarina e Rio Grande do Sul (Neto et al., 2008). No estado gaucho, o primeiro caso de
transmissdo autoctone ocorreu em Esteio, em 1997 e deste entdo, este foco vem sendo
estudado pelo grupo de Parasitologia Biomédicas da PUCRS (Figura 1) (Graeff-Teixeira

etal., 1999).
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FIGURA 1- Areas endémicas e focais da esquistossomose mansénica no Brasil no ano

de 2002 (Funasa, 2002).

1.2. Schistosoma mansoni

O Schistosoma mansoni é um helminto trematddeo, digenético de sexos separados.
Para seu desenvolvimento, o parasito necessita de dois hospedeiros, a primeira fase em
um invertebrado, caramujo do género Biomphalaria, e a segunda fase em um
vertebrado. Em sua fase adulta, o S. mansoni habita o sistema portal-hepatico do
hospedeiro vertebrado, principalmente a veia porta e as veias mesentéricas inferiores. A
fémea possui uma estrutura corpérea mais fina e longa, seu comprimento varia entre 1,2
a 1,6 cm, enquanto que o macho é mais curto e robusto, possuindo um canal central

denominado ginecoforo, local onde a fémea se aloja durante a cépula (Figura 2). Para



sua fixacdo na parede dos vasos, ambos 0s sexos possuem ventosas oral e ventral

(Hinrichsen, 2005).

1mm

FIGURA 2- Vermes de S. mansoni, observando-se
a fémea filiforme e parcialmente dentro do canal
ginecdforo do macho (Kayser, 2005).

1.3. CICLO BIOLOGICO

Durante seu ciclo evolutivo, as fémeas adultas migram da luz dos vasos sanguineos
do hospedeiro definitivo para ovipor nas ramificacbes mais finas das veias mesentéricas.
Os ovos que atravessarem a mucosa intestinal e forem evacuados com as fezes, e que
chegarem a alguma colecdo de agua doce, sofrem influéncia da baixa osmolaridade do
meio, de estimulos luminosos e da temperatura, o que leva a intensos movimentos da
larva e a ruptura da casca do ovo, liberando larvas ciliadas chamadas miracidios. Os
miracidios nadam em circulos durante algumas horas até encontrarem seu hospedeiro
intermediario, um caramujo do género Biomphalaria. Dentro dos caramujos, 0S
miracidios se dividem e, ap6s algumas semanas, liberam na agua as cercarias. As
cercarias sao larvas multicelulares com uma cauda bifurcada. Quando abandonam o
caramujo, permanecem nadando, até encontrar o0 hospedeiro vertebrado. Ao penetrar na

pele do hospedeiro, as cercarias perdem a cauda e transformam-se em esquistossémulos,



ganhando a circulacdo geral e alojando-se no sistema porta intra-hepatico (Figura 3)
(Rey, 2001).
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FIGURA 3 — Ciclo de vida do Schistosoma. (Centers for Disease Control and

Prevention, CDC — site http://www.cdc.gov/parasites/schistosomiasis/biology.html
acessado em 19 de outubro, 2015).

1.4. PATOGENIA

A patogenia da esquistossomose esta relacionada a diversos fatores, tais como: cepa
ou isolado do parasito, carga parasitaria adquirida, idade, estado nutricional e resposta

imunoldgica do individuo. Destes, 0s que parecem ter maior importancia sdo a carga


http://www.cdc.gov/parasites/schistosomiasis/biology.html

parasitaria e a resposta imunoldgica. A entrada das cercarias através da pele causa uma
reacdo chamada de dermatite cercariana ou dermatite do nadador, ocorrendo sensacdo
de comichéo, erupcdes urticariformes e dentro de 24 horas aparecem eritema, edema,
pequenas papulas e dor, uma manifestacdo de hipersensibilidade que ocorre
principalmente nas reinfeccdes (Neves et al., 2010). Apos ultrapassar a barreira da
derme, os esquistossdmulos acessam 0s vasos sanguineos (Gray et al., 2011), podendo

migrar através de duas vias: uma sanguinea e outra transtissular (Neves et al., 2010).

Durante a fase aguda as formas da doenca podem ser inaparentes ou assintomaticas
na maior parte dos individuos. Quando a infeccdo se encontra na fase aguda sintomatica
pode apresentar quadro clinico pouco sintomatico, moderado, grave e/ou complicado. A
partir da terceira ou quarta semana ap6s a infecgdo surgem sintomas como: mal estar,
febre, hiporexia, tosse seca, sudorese, dores musculares, dor na regido do figado ou
intestino, diarreia, cefaleia, prostracdo, entre outros. Com o inicio da oviposicdo
aumentam 0s sintomas, 0 paciente sente-se abatido, apresentando hepatomegalia e

esplenomegalia dolorosas, taquicardia e hipotensao arterial.

As principais manifestacdes clinicas da infeccdo sdo provocadas pelas substancias
secretadas pelos ovos do parasito nos tecidos do hospedeiro, provocando lesdes
granulomatosas (Guimardes et al., 2008). O figado e o intestino sdo 0s O0rgdos mais
acometidos, onde se desenvolvem granulomas contendo em seu interior os ovos de S.
mansoni (Bardiale et al., 2006). O ovo de S. mansoni ndo tem como via seguir o fluxo
sanguineo, e sim vencer o fluxo sanguineo venoso e atravessar a parede do vaso, sendo
eliminado junto com o bolo fecal. Esse trajeto pode levar de seis dias até semanas
(Woodstock et al., 1971). A formag&o do granuloma ocorre em varios 6rgaos e tecidos,

caracterizando a forma crénica da doenca, ocasionando hipertensdo portal, formagéo de



pseudotumores, disfuncbes neuroldgicas e lesdes vasculares pulmonares (Souza et al.,

2011).

1.5. AREAS DE BAIXA ENDEMICIDADE

Devido ao seu comportamento focal e amplamente diverso, ndo é uma tarefa facil
definir parametros para classificar o grau de endemicidade da esquistossomose
mansénica. A endemicidade de uma localidade pode ser estimada de acordo com a
prevaléncia da area. Areas de baixa endemicidade possuem prevaléncia inferior a 5 %;
areas de média endemicidade, prevaléncia superior a 5 %; areas de alta endemicidade
possuem prevaléncia superior a 15% (Ministério da Saude, 2005). Em locais de baixa
prevaléncia a distribuicdo geografica dos portadores da infec¢do é maior e os individuos
com morbidade severa sdo bem localizados. Porém, essa caracteristica também pode ser
vista em locais de alta endemicidade nos quais medidas de controle foram empregadas.
A intensidade da infeccdo, definida pela quantidade de ovos por grama de fezes,
também deve ser levada em consideracdo quando se pretende classificar a endemicidade

de um local (Ministério da Saude, 2005; WHO, 1993).

As é&reas de transmissdo, considerando histdrico de transmissdo e extensdo
geogréfica, podem também ser classificadas como: area endémica, caracterizada por um
conjunto de localidades continuas em que a transmissao estéa estabelecida; area de foco,
area endémica circunscrita dentro de uma éarea até entdo indene, geralmente, como
consequéncia de mudancas ambientais ou socioecondémicas que tornaram o0
estabelecimento da doenga possivel; area indene, ndo ha registro de infecgéo de

esquistossomose; area vulneravel, originalmente area indene, com a presenca de



hospedeiro intermediario onde modificacbes ambientais produzidas natural ou
artificialmente possibilitam a consolidacdo de individuos infectados (Ministério da

Saude, 2014).

A eliminacdo da esquistossomose como um problema de salde publica e a
interrupgdo da transmissdo em algumas areas sdo objetivos operacionais da Organizagao
Mundial da Saude (WHO, 2013). A base do controle da infecgdo é a quimioterapia
preventiva, que € administracdo de praziquantel em larga escala para grupos de risco.
Entretanto, para atingir a eliminagdo da transmissdo, medidas de controle adicionais sdo
recomendadas. Entre essas medidas estdo: aumento da frequéncia da quimioterapia
preventiva, melhoria do acesso a 4gua potavel, saneamento adequado e o controle dos

hospedeiros intermediarios (Grimes et al., 2014; Rollinson et al., 2013).

Em alguns paises a esquistossomose ja foi considerada eliminada, como, por
exemplo, a Tunisia e 0 Marrocos, embora ainda ndo existam critérios definidos para
certificar a interrupcdo da doenca. Outros paises estdo em vias de eliminacdo, o que leva
ao atual interesse em definir as estratégias para seguir rumo a interrupcdo da

transmisséo e sua certificacdo (WHO, 2009).

O diagnostico para esquistossomose normalmente é realizado atraves de exame de
fezes, porém, em locais com baixa intensidade de infeccdo (menos de 100 ovos por
grama de fezes), o diagnostico por este meio torna-se pouco eficaz. Nesse contexto,
ensaios que detectam anticorpos também apresentam algumas limitagdes como:
resultados afetados por tratamentos anteriores, reatividade cruzada com outros parasitos,
e particularmente pela persisténcia de anticorpos apos a eliminacdo da infeccdo (WHO,

2009).



Novas estratégias de imunodiagnostico estdo sendo testadas para infecgdes com
baixa carga parasitaria, como por exemplo, a utilizacdo do antigeno microssomal do
Schistosoma mansoni, 0 MAMA, tanto em imunotransferéncia (Western Blot, WB)
guanto em ensaios imunoenzimaticos (ELISA). Métodos que detectam antigenos
circulantes na urina e no soro, como antigeno circulante catédico (CCA), que ja esta
sendo testado em estudos epidemiolodgicos, e antigeno circulante anddico (CAA), e a
deteccdo de DNA em amostras de fezes, que estdo sendo desenvolvidos e padronizados

(WHO, 2009).

1.6. METODOS DE DIAGNOSTICO

1.6.1. METODOS DIRETOS

Os métodos diretos caracterizam-se pela visualizacdo dos ovos ou através da
demonstracdo da presenca do parasito em tecidos, ou de seus antigenos em exames de

laboratorio.

Os métodos parasitoldgicos consistem na deteccdo dos ovos do parasito nas fezes ou
de qualquer forma parasitaria em bidpsias. Devido a morfologia Unica do ovo, onde se
encontra o espiculo lateral, o diagnostico parasitolégico apresenta uma alta
especificidade, embora dependa da ampla experiéncia do observador e da adesédo a
protocolos rigorosos de leitura das laminas ao microscépio Optico. A maior
desvantagem destes métodos, porém, é a baixa sensibilidade em casos como: periodo
pré-patente, que dura em média de 4 a 6 semanas e ndo ha oviposicao, infeccOes
unissexuais; auséncia de eliminacdo dos ovos apos medicacdo e infeccbes leves ou

casos antigos de contaminacédo, onde ocorre falta ou inconstancia da eliminacéo de ovos
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(Rey, 2001). A distribuicdo heterogénea dos ovos nas fezes dos pacientes infectados
também contribui para a ndo visualizacdo dos ovos nas amostras fecais contaminadas

(Utzinger et al., 2001).

A técnica mais utilizada atualmente em servicos de salde é o método de Kato-Katz
(KK) (Katz et al., 1972; Katz, 2008). O KK utiliza uma pequena quantidade de fezes,
0,042 g, e utiliza para clarificacdo das fezes uma mistura de agua e glicerina contra-
corada com verde de malaquita (Katz et al., 1972). Este método é recomendado pela
OMS para estudos epidemioldgicos de esquistossomose intestinal, por ser de simples

execucdo e relativamente barato (Gray et al., 2011).

O método de sedimentacdo espontanea, também conhecido como método de
Hoffman, Pons e Janer (1934) ou somente método de Lutz, consiste em isolar ovos de
helmintos concentrados na sedimentacdo espontanea do material fecal diluido em agua

(Hoffman et al., 1934).

O diagnostico pelo método de Bell (1963) baseia-se na filtracdo de uma amostra de
fezes utilizando-se malhas com poros variando entre 500 e 350 um. Ao final, os ovos
ficam retidos em papel filtro e sdo corados pela ninidrina. Esse corante possui uma
grande afinidade a aminoéacidos, deixando os miracidios de cor purpura, adquirindo um
contraste marcante entre os detritos escuros da amostra. A visualizacdo €é realizada em

microscopio optico (Bell, 1963).

Ja 0 método de eclosdo de miracidios é fundamentado no comportamento
fototropico dos miracidios (Williams & Coelho, 1975). A amostra fecal é lavada e

colocada em um tubo com agua filtrada, por alguns minutos ou horas, para que ocorra a
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eclosdo dos miracidios e estes possam ser visualizados a olho nu ou em lentes simples

(Zicker et al., 1977).

O método de gradiente salino é baseado na sedimentacdo diferencial dos ovos
quando estes sdo submetidos a um fluxo lento e continuo de solucéo salina 3% por meio
de uma placa porosa. Segundo Coelho et al. (2008), a sensibilidade do método gradiente
salino é maior do que o método de Kato-Katz, porém esta técnica ainda precisa ser

validada em grandes populacgdes.

Na busca de métodos mais sensiveis, 0 Helmintex foi desenvolvido pelo laboratério
de biologia parasitaria da PUCRS (Teixeira et al., 2007), proporcionando um avango
significativo na detec¢do de ovos de S. mansoni nas fezes. Esse método constitui no
processamento de 30 g de amostra fecal, submetidos a uma sequéncia de passos de
concentracdo, que findam no isolamento dos ovos pela interacdo com esferas
paramagnéticas em um campo magnético. Em seguida, a analise microscopica € feita
utilizando todo o sedimento, que varia normalmente entre 0,5 e 1,0 mL. A sensibilidade
do Helmintex é de 100%, até 1,34 ovos/grama de fezes, estimada em experimentos de
semeadura realizados no laboratério de Biologia Parasitaria da PUCRS (Teixeira et al.,
2007). Em estudo de campo realizado em Bandeirantes, no Parana, foi feita a
comparacdo entre o Helmintex e o KK, e o Helmintex apresentou maior sensibilidade
gue 0 KK (Caldeira et al., 2012). Quando foi comparado ao método do gradiente salino,
em estudo realizado em Maranguape, no estado do Ceara, 0 Helmintex demonstrou ser
mais eficaz na deteccdo de infectados. Este trabalho também comparou o Helmintex
com o método de KK, sendo novamente o Helmintex teve melhor recuperacdo de ovos e
maiores estimativas de prevaléncia (Pinheiro, 2010). Os mecanismos que envolvem a

mobilizagdo dos ovos de S. mansoni com microesferas quando submetidos a um campo
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magnético no Helmintex ainda estdo sob investigacdo, porém estudos prévios sugerem
que a interacdo entre 0s ovos e as microesferas paramagnéticas ndo possui origem
magnética, estando mais relacionada com as diferencas de cargas eletroestaticas na

superficie dos ovos e das microesferas (Karl et al., 2013; Candido et al., 2014).

A pesquisa de antigeno circulante do parasito, pelo método de ELISA de captura,
embora seja um teste imunolégico, é considerado por muitos como um método de
diagnéstico direto, pois demonstra a presenca do antigeno circulante secretado pelo
verme adulto (Ministério da Salde, 2014). Essa técnica utiliza anticorpo monoclonal e
possui como vantagem a deteccdo da infeccdo aguda, pois o antigeno desaparece logo
apos o tratamento, e, além disso, possui uma alta especificidade (Van Dam et al., 2004).
A desvantagem desse método é ser “muito trabalhoso”, possuir baixa sensibilidade para

casos com pequenas cargas parasitarias e alto custo (Ministério da Saude, 2014).

Um teste rapido para urina, “point of care” (POC) que detecta antigeno circulante
catddico (CCA) do verme adulto vem sendo testado ha alguns anos. Esse método tem
demonstrado algumas vantagens, como: utilizacdo da urina, amostra menos invasiva e
mais facil de ser obtida; facilidade de uso em campo, simples execucdo e alta
sensibilidade (Adriko et al., 2014; Colley et al., 2013; Coulibaly et al., 2011). O
desempenho do POC-CCA vem sendo testado em alguns paises, e deve ser avaliado
continuamente para a deteccdo de possiveis falhas e limitacGes, para posterior utilizacdo

em programas de controle da esquistossomose.

A deteccéo de &cidos nucleicos como recurso diagndéstico, especialmente atraves da
amplificacdo de sequéncias de DNA pela Rea¢cdo em Cadeia da Polimerase (PCR), tem

sido ensaiada para o diagndéstico da esquistossomose. A primeira aplicacdo da PCR para
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diagnostico de S. mansoni foi realizada em amostras de fezes (Pontes et al., 2002;
Pontes et al., 2003), em uma area endémica, com amplificacdo de 121 pares de bases
(Hamburguer et al., 1991). O resultado desse estudo demonstrou que, em comparacao
ao método tradicional de Kato-Katz, a PCR obteve uma sensibilidade de 96,7% e
especificidade de 88%, e ndo demonstrou reacdo cruzada com outros helmintos. Devido
a sua alta sensibilidade, os autores do estudo sugerem que o método da PCR pode ser
aplicado também em areas de baixa transmissdo (Pontes et al., 2003).

Com o avanco da tecnologia, a reacdo que até entdo proporcionava a deteccdo do
DNA alvo ao final da reacdo, também pode detectar no instante em que a reacao esta
ocorrendo, através da PCR em tempo real. Este método tem se tornado uma 6tima
alternativa no que se refere ao diagnostico, através da combinacdo de excelente
sensibilidade (95%), especificidade, baixo risco de contaminacdo, facilidade de uso e
rapidez (Lier et al., 2006). Porém, de acordo com Teixeira (2011) métodos baseados na
PCR, apresentam desvantagens, tais como: impossibilidade de calcular o nimero de
ovos por gramas de fezes, baixa reprodutibilidade e presenca de inibidores na amostra,
alertando para a necessidade da utilizacdo inicial de um método de concentracdo de
0VO0s.

Outros métodos diretos incluem: bidpsia retal, bidpsia hepética, e bipsia de outros
6rgdos como pulmao, medula espinhal, pele, testiculos, ovérios e cérebro. Nestes 6rgdos
a biopsia para identificacdo dos vermes representa a Unica forma de concluir o

diagnostico (Ministério da Salde, 2014).
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1.6.2. METODOS INDIRETOS

Os métodos indiretos baseiam-se em rea¢fes imunoldgicas antigeno-anticorpo e
sdo aplicados quase sempre em inquéritos epidemioldgicos, com o auxilio ou ndo de
exame de fezes. Esses métodos sdo pouco utilizados em servigos de rotina por serem de

complexa execucéo, de alto custo e por exigirem equipamentos sofisticados.

O teste de ELISA é o meétodo de diagndstico sorologico mais utilizado para a
infeccdo por S. mansoni, pois permite detectar classes distintas de anticorpos, assim
como a utilizacdo de diversos antigenos. Inicialmente utilizavam-se, antigenos solUveis
do ovo (SEA) e proteinas sollveis de vermes adultos (SWAP), porém a baixa
sensibilidade desses antigenos levou a uma busca de novos antigenos purificados,
como: fracdo cationica 6 (CEF6) (Doenhoff et al., 1993), antigenos microssomal do S.

mansoni (MAMA) (Tsang et al., 1983) e 0 antigeno de 31/32 kDa (Ruppel et al., 1990).

Estudos que utilizam o Western-blot (WB) como metodologia para o diagnostico de
esquistossomose demonstram que esse teste € uma alternativa para detectar a diferenca
entre a fase aguda e a fase cronica da doenga (Valli et al., 1999). Além disso, um kit de
WB com tiras do antigeno bruto do parasito (Sulahian et al., 2005) e a detec¢do por
ensaios de imunoblot de componentes de membrana de vermes adultos do S. mansoni
(Cesari et al., 2005), vem sendo desenvolvidos e avaliados e ambos parecem apresentar

alta sensibilidade.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL:

= Atualizar e explorar indicadores da interrupcdo da transmissdo de esquistossomose

no municipio de Esteio, Rio Grande do Sul.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS:

= Revisar e atualizar dados dos 28 individuos infectados por Schistosoma mansoni em
Esteio, entre 1997 e 2011.

= Verificar a existéncia de individuos infectados, em parte Grupo de Risco e na
populacdo de estudantes da Escola Trindade, Vila Pedreira, Esteio; através do teste
rapido para urina “point of care” para detec¢do de antigeno circulante catoédico (POC-
CCA) e do ensaio de imunoeletrotransferéncia (Western-Blot) utilizando antigeno
microssomal do Schistosoma mansoni (MAMA).

= Comparar os resultados obtidos com POC-CCA e WB-MAMA com a pesquisa de

ovos pelo método Helmintex.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1. Locais de desenvolvimento do trabalho:

Este trabalho foi realizado no Laboratério de Parasitologia Molecular do
Instituto de Pesquisas Biomédicas e no Laboratorio de Biologia Parasitaria da
Faculdade de Biociéncias da PUCRS. Foram realizados também parte dos
procedimentos de coleta na Escola Trindade, Vila Pedreira, com participacdo da

unidade basica de saude e equipe de agentes comunitérias.
3.2. Areas e grupos populacionais de estudo:

A érea do Valo da Trés Portos (VTP, ou area do “Seu Remi”, ou area da “Via
Férrea”), que continuou com transmissao ativa documentada ate 2011, Novo Esteio e

Vila Pedreira (Figura 4).

Ao longo de 18 anos de acompanhamento das areas em Esteio, foi definido um
“Grupo de Risco” que hoje inclui 62 pessoas, definido por “qualquer historico de
contato com aguas” nos focos de Esteio, com transmissdo confirmada: Banhado do
Azeite (BA) e Valo da Trés Portos (VTP); ou com suspeita de transmissdo como a
Fazenda ou Agropecuaria Kroeff. Neste Grupo de Risco, estd o grupo de ex-infectados,

que foi objeto de revisao e atualizacdo de dados.

Na Vila Pedreira, a populacéo de estudo foram criancas em idade escolar, de 6 a
9 anos, da Escola de Ensino Infantil Trindade. A escolha dessa faixa etéria é devido ao
ultimo estudo epidemioldgico ter sido realizado ha 14 anos, pois a presenca de criangas

positivas & um indicador de transmisséo recente. Além disso, a escolha de criangas em
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idade escolar para esse tipo de estudo é adequada como referéncia da prevaléncia da

populacéo geral (Pereira et al., 2010).

3.3. Revisita aos 28 individuos com historico de infec¢do por Schistosoma mansoni:
Um total de 28 pessoas, de diversas faixas etarias, que tiveram a infecgdo por S.
mansoni confirmada, entre o periodo de 1997 a 2011, foram investigadas. Coletas de

sangue foram realizadas para anélise soroldgica.

Também foi realizado um levantamento nos arquivos do Grupo de Parasitologia
Biomédica da PUCRS de todos os exames realizados nesses pacientes ao longo do

tempo, até o ano de 2015.

3.4. Atividade de educacdo em saude na Escola Trindade de Vila Pereira em

Esteio:

Na escola de Vila Pedreira as criancas foram divididas em dois grupos de acordo
com as faixas etarias. Na primeira parte da atividade foi apresentado o video “O xis na
xistose” (disponivel no site xistose.com, do grupo liderado pelo Dr. Cristiano Lara
Massara, FIOCRUZ Minas Gerais), um desenho animado contando a histéria de um
menino que se infectava com esquistossomose. Apds a exibicao do video, estimulamos
as criancas a falar sobre o que tinham entendido. Foram feitos questionamentos sobre
como a doenca era adquirida e sobre como acontecia a contaminacdo ambiental.
Também foi montado o ciclo do parasito com a ajuda das criancas. Neste momento
foram mostradas conchas de Biomphalaria, caramujos em aquérios, vermes e ovos de S.

mansoni. Apos este exercicio foi explicada qual é a atividade de pesquisa que 0 grupo
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da PUCRS esta desenvolvendo atualmente na comunidade. E, por fim, foi solicitado as

criancas que elaborassem um desenho sobre tudo que haviamos conversado.

3.5. Analise soroldgica:

A analise soroldgica foi feita nos individuos do Grupo de Risco formado por
individuos que apresentaram comportamento de risco, definido como “contato com
valos ¢ banhados na regido de novo esteio”, especialmente no sub-grupo de individuos
ex-infectados. Também foi realizado o inquérito sorolégico nas criancas da escola de
Vila Pedreira. A sorologia foi feita pelo método de imunoeletrotransferéncia (Western-
blot) com antigeno microssomal do Schistosoma mansoni (MAMA). O sangue dos
individuos em estudo foi coletado utilizando-se seringas de 5 mL (BD Plastipak) e
acondicionados em falcons de 15 mL (Techno Plastic) para posterior separacdo do soro.
Os soros foram estocados e congelados a — 80 °C até seu uso. A diluicdo do anticorpo
primario foi feita 1:100 em PBS 1X + tween 0,3% + leite em pd 5%, as amostras foram
incubadas por 1 hora sob agitacdo a temperatura ambiente. Apos este periodo, a placa
foi lavada 3 vezes com PBS 1X + tween 0,3% por 5 minutos. A diluicdo do anticorpo
secundario (anti-human IgG peroxidase) foi 1:2000 em PBS 1X + tween 0,3% + leite
5%. A revelacdo foi feita com DAB (3,3’-Diaminobenzidina). Foi aplicado sobre as
tiras a serem reveladas 60 mL de PBS 1X + tween 0,3% +150 uL de H202 + 1 pastilha
de DAB (10mg/pastilha), ficando sob agitacdo por aproximadamente 4 minutos. As
membranas com o antigeno MAMA imobilizado foram adquiridas através de
colaboragdo com o Dr. Sukwan Handali do CDC (Center for Diseases Control and

Prevention, Atlanta, EUA).
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3.6. Analise da urina:

A analise da urina das criancas da escola da Vila pedreira foi realizada utilizando o
teste rapido “point of care” do antigeno circulante catédico (POC-CCA), disponivel
comercialmente (Rapid Medical Diagnostics, Pretoria, Africa do Sul), de acordo com as
instrucdes do fabricante. Resumidamente, uma gota de urina foi adicionada ao po¢o do
cassete do teste e deixada para absor¢do. Uma vez que foi absorvida, uma gota de
tampéo (incluso no kit) foi adicionada no mesmo pocgo, e 0 cassete ficou em repouso por
20 minutos para posterior leitura dos resultados. A interpretacdo dos resultados foi
realizada por 3 leitores distintos simultaneamente no tempo de 20 minutos apds a adicao
do tampdo. Os leitores foram previamente treinados. Os testes foram considerados
invalidos quando ndo aparecia banda de controle interno. Os resultados foram
considerados positivos quando a intensidade da banda teste era igual a banda controle
ou quando era possivel visualizar a banda, mesmo que pouco intensa. Os resultados
foram considerados “traco” quando a banda teste ndo apresentou limites nitidos e
continuos. E, finalmente, foram considerados resultados negativos quando nao

observou-se banda na posigéo teste.

3.7. Confirmagcao de possiveis casos positivos pelo método Helmintex:

Os individuos que tiveram resultados positivos para os testes soroldgico e
imunocromatografico foram solicitadas amostras de fezes para a realizacdo do método
Helmintex. O método foi realizado conforme Teixeira et al., 2007: aproximadamente 30
g de fezes foram diluidas em uma solucéo contendo 10 mL de etanol 70% e 10 mL de

Tween20 (USB corporation) a 1%, filtradas, e deixadas para sedimentagéo espontanea
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por cerca de uma hora. A tamisacao foi realizada com a passagem das fezes através de
telas metalicas com poros de 100 um e 325 um, respectivamente, sendo que a ultima
retém os ovos. O sedimento contendo os ovos foi submetido a gradiente com acetato de
etila e entdo, incubado com 19 pl de uma suspensdo contendo 53 mg/mL de esferas
paramagnéticas em um campo magnético por 30 minutos. O material resultante foi
estocado em microtubo de 1,5 mL (Eppendorf, USA) para posterior exame ao
microscopio optico. O sedimento resultante do Helmintex foi lido até seu esgotamento
em laminas de vidro, ao microscopio Optico, utilizando-se aumento de 100x. Cada

amostra examinada teve seu registro com o nome do individuo e o resultado observado.

3.8. Consideracdes éticas:

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da PUCRS, conforme o
nimero: CAAE 18944614.3.0000.5336. O consentimento era necessario para
participacdo no estudo e a privacidade dos participantes foi garantida. Foi obtido o
termo de consentimento dos individuos maiores de 18 anos, e dos responsaveis na

ocorréncia de menores de idade.
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4. RESUTADOS

4.1. Atualizacao dos dados dos 28 individuos infectados por S. mansoni:

Os 28 individuos com histérico de infec¢do por esquistossomose residiam em
trés principais localidades: Vila Pedreira, Novo Esteio e Valo da Trés Portos. Fomos ao
procura deles nesses locais, e, além disso, também foram feitas visitas aos antigos focos
de transmissdo (Figuras 4, 5, 6 e 7). O Banhado do Azeite, foco confirmado de
esquistossomose, foi drenado e aparentemente deixou de ser foco de transmissdo. O
Valo da Trés Portos também se encontrava seco, ja com mudangas ambientais
provocadas por problemas sociais locais e pela constru¢do da BR-448 (Figuras 8 e 9).
Porém, com a ocorréncia de chuvas, ainda ha constantes alagamentos. A Fazenda
Kroeff devido a construcdo da BR-448, também apresenta modificacbes do ambiente e

restricOes para a circulagao de pessoas (Figura 11).

A atualizacdo dos dados dos individuos com histérico de infeccdo por S.
mansoni foi feita através do levantamento de todas as informacgdes contidas nos
arquivos do Grupo de Parasitologia Biomédica da PUCRS (Tabela I). Inicialmente, Vila
Pedreira e Novo Esteio eram os locais de origem de grande parte dos individuos
infectados, porém, a partir de 2007, os casos registrados de esquistossomose eram
majoritariamente vindos do Valo da Trés Portos (Tabela Il). Foram realizadas buscas
aos ex-infectados nesses locais, para que pudessem ser feitos os exames de controle.
Porém, muitos individuos ja ndo residiam no mesmo local. Alguns deixaram Esteio,
afastando-se assim do foco, outros poucos permaneceram no mesmo local ainda

préximo as areas de transmissao (Tabela I11).
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Ao longo dos anos, os 28 individuos foram diagnosticados e acompanhados de
forma ndo sistematica e com diferentes procedimentos, atendendo diversas
recomendacdes e sugestdes. Nos primeiros anos foram realizados somente exames de
fezes (método de Kato-Katz, depois acrescido de sedimentacdo espontanea, até o
desenvolvimento do Helmintex). Foram também realizados inquéritos soroldgicos:
imunofluorescéncia indireta (RIFI) em 1999; ensaio imunoenzimatico (ELISA) IgA e
IgG em 2001; e WB-MAMA a partir de 2008. Algumas amostras de soro coletadas
antes de 2008 também foram testadas pelo WB-MAMA, quando este método se tornou

disponivel (Figura 13).

Coogle earth
<

FIGURA 4: Vista aérea dos locais de residéncia dos 28 individuos com historico
de esquistossomose. A: Vila Pedreira; B: Novo Esteio; C: Valo da Trés Portos.
Areas de transmissdo de esquistossomose. D: Banhado do Azeite; E: Fazenda
Kroeff. Observa-se a esquerda o Rio dos Sinos e a direita a BR-116.
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FIGURA 5: Vista aérea das localidades de residéncia de individuos
infectados, Vila Pedreira: 01, 02, 07, 08, 13, 14, 17. A: BR-116; B: Linha
Férrea; C: Fabrica VVotorantim; D: Escola Trindade.

FIGURA 6: Vista aérea das localidades de residéncia de individuos infectados, Novo
Esteio: 03, 04, 05, 11, 12, 15, 16, 18, 22, 25. A: BR-116; B: Parque de Exposicdes; C:
Fazenda Kroeff.
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FIGURA 7: Vista aérea das localidades de residéncia de individuos infectados,
Valo da Trés Portos (VTP): 06, 09, 10, 19, 20, 21, 23, 24, 26, 27, 28. A: BR-116;
B: BR-448.

FIGURA 8: Vista do fundo da area VTP, junto a via férrea. Local onde os banhados
foram todos modificados pela construcdo da BR-448.
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FIGURA 9: Vista da frente da area do VTP, junto a BR-116. A direita observa-se
muro que delimita area em construcdo. Terraplenagem no restante do terreno da frente
exemplifica as mudancas que eliminaram o Valo que deu nome a area.

FIGURA 10: Area Casa dos Trilhos. Local que teve demonstracio de caramujos
infectados e que também sofreu mudangas ambientais devido a construcdo da BR-
448.
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FIGURA 11: Canal principal da Fazenda Kroeff. Local onde foram encontrados
exemplares de Biomphalaria glabrata. A fazenda encontra-se no fundo do Parque
de ExposicGes, onde os individuos da Vila Pedreira e de Novo Esteio
aproveitavam para se banhar. Esta fotografia de 2014 que mostra 0s sinais de
abandono do canal, pela obra da BR-448 e pela mudanca de regime de exploracéo
agricola para exploragdo imobiliario.

FIGURA 12: Vista da BR-448. Também chamada Rodovia do Parque, cruza a
via férrea Ramal da Siderurgica Rio-Grandense em um viaduto que se encontra
exatamente na parte de banhados dos fundos da area do VTP.
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Tabela | - Resumo de dados e evolucao dos individuos com esquistossomose detectados

entre janeiro 1997 e dezembro de 2015, em Esteio, Rio Grande do Sul.

Identificacdo Data Local de Evolucdo 2015
Diagnostico moradia

01 Janeiro 1997 Vila Pedreira  Tratado com Oxamniquine. Apresentou
Internou com Estava positivo no sorologia
“hepatite” no inquérito da Vila Pedreira positiva.
Hospital em (outubro de 1997) e foi re- Recusou
Sapucaia, tratado com Praziquantel. ceder
quando fez Exames de controle amostra de
exame de negativos (Maio e Outubro fezes para
fezes. de 2000). Exame de andlise por

controle  (Helmintex e Helmintex.
eclosdo de miracidios)
negativo em outubro 2004.

02 Outubro 1997 Vila Pedreira Tratado com Praziquantel Apresentou
Inquérito Vila em novembro de 1997. sorologia
Pedreira. Estava positivo nos exames negativa.

de Outubro de 2000. Re-
tratado com Oxamniquine
em dezembro de 2000.
Exame de controle
(Helmintex e eclosdo de
miracidios) negativo em
outubro 2004.

03 Outubro 1998 Novo Esteio  Tratado com Oxamniquine Nao foi
Apresentou em novembro de 1998. encontrado.
urticaria, e a Estava negativo nos Familiares
unidade béasica exames de controle em relataram
de saude janeiro 1999. Morando em que ele esta
encaminhou S&o Francisco de Paula em morando em
para exame. outubro de 2004. Santa

Catarina.

04 Outubro 1998 Novo Esteio  Tratado com Oxamniquine Na&o foi
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Acompanhava o em novembro de 1998. encontrado.
caso 3 ao Estava  negativo  nos
Banhado do exames de controle de cura
Azeite (BA). em janeiro de 1999. N&o
encontrado em 2004
(foragido).
05 Outubro 1998 Novo Esteio  Tratado com Oxamniquine Nao foi
Irmao do caso 3, em novembro de 1998. encontrado.
0 acompanhava Estava  negativo  nos Familiares
ao BA. exames de controle em relataram
janeiro de 1999. Exame de que ele esta
controle  (Helmintex e morando em
eclosdo de miracidios) Santa
negativo em outubro 2004.  Catarina.
06 Outubro 1998 ValodaTrés Tratado com Oxamniquine N&o foi
Assintomético.  Portos (VTP) em novembro de 1999. encontrado.
Inquérito Estava  negativo  nos
Fundos da exames de controle em
Lansul. Maio e outubro de 2000.
Exame de controle
(Helmintex e eclosdo de
miracidios) negativo em
outubro de 2004.
07 Maio 2000 Vila Pedreira  Tratado com Oxamniquine Apresentou
Assintomatico. em outubro de 2000. sorologia
Inquérito Grupo Exame de controle positiva.
de Risco (GR). (Helmintex e eclosdo de Nao cedeu
miracidios) negativo em amostra de
outubro de 2004. fezes para
analise por
Helmintex.
08 Maio 2000 Vila Pedreira Tratado com Oxamniquine Viajando a
Assintomatico. em dezembro de 2000. trabalho.

Inquérito GR.

Exame de controle

(Helmintex e eclosdo de
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miracidios) negativo em
outubro de 2004.

09 Julho 2000 VTP Tratado com Praziquantel Nao foi
Apresentou dor pelo seu médico, em Julho encontrado.
abdominal, 2000. Exames de Outubro
médico de 2000: presenca de
encaminhou apenas um ovo infértil em
para exame em trés amostras de fezes.
laboratério Mudou-se (ndo encontrado
particular. em outubro 2004).

10 Outubro 2000 VTP Tratado com Oxamniquine Apresentou
Inquérito GR. em dezembro de 2000. sorologia

Exame de controle negativa.
(Helmintex e eclosdo de
miracidios) negativo em

outubro de 2004. Positivo

em 1 de 3 amostras em 15

de julho de 2010. Tratado

nesta data novamente.

11 Outubro 2000 Novo Esteio  Tratado com Oxamniquine Nao foi

Inquérito GR. (Agropecuari em dezembro de 2000. encontrado.
a Kroeff) Exame de controle
(Helmintex e eclosdo de
miracidios) negativo em
outubro de 2004.

12 Outubro 2002 Novo Esteio  Tratado com Oxamniquine Morando em
Pesquisa em outubro de 2002. Montenegro,
diagndstico Exame de controle RS.
sorolégico. (Helmintex e eclosdo de

miracidios) negativo em
outubro de 2004.

13 Outubro 2002 Vila Pedreira Tratado com Oxamniquine Falecido de

Pesquisa em novembro de 2002. outracausa.

diagnostico

sorolégico.

Exame de controle

(Helmintex e eclosdo de
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miracidios) negativo em
outubro de 2004.

14 Janeiro 2003 Vila Pedreira  Tratado com Oxamniquine  Morando em
Pesquisa em janeiro de 2003. Canoas, RS.
diagnostico Exame de controle
sorolégico. (Helmintex e eclosdo de

miracidios) negativo em
outubro de 2004.

15 Junho 2003 Novo Esteio  Tratado com Oxamniquine Morando em
Pesquisa em junho de 2003. Exame Imbé, RS.
diagnostico de controle (Helmintex e
sorolégico. eclosdo de miracidios)

negativo em outubro 2004.

16 Jullho 2003 Novo Esteio  Tratado com Oxamniquine Apresentou
Pesquisa em julho de 2003. Exame sorologia
diagnostico de controle (Helmintex e negativa.
sorolégico. eclosio de miracidios)

negativo em outubro de
2004.

17 Jullho 2003 Vila Pedreira  Tratado com Oxamniquine Apresentou
Pesquisa em agosto de 2003. Exame sorologia
diagnostico de controle (Helmintex e positiva.
sorolégico. eclosdo de miracidios) Nao cedeu

negativo em outubro 2004.  amostra de
fezes para
analise por
Helmintex.

18 Junho 2001 Novo Esteio  Amostra positiva  Nao foi
(Exame confirmada pelo método encontrado.
analisado em Helmintex em 2006.

2006)

19 Julho 2007 VTP Amostra de fezes positiva Nao foi
Familiar de por Helmintex em 2007. encontrado.
W.LJ.,

frequentava o
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VTP.

20 Julho 2007 VTP Apresentou Helmintex N&o foi
Familiar de positivo, sem registro de encontrado.
W.L.J., tratamento ou de
frequentava o seguimento posterior.

VTP.
21 Novembro 2007 VTP Apresentou Helmintex N&o foi

positivo em novembro encontrado.
2007. Em 2010 apresentou

sorologia positiva e

Helmintex positivo,
possivelmente reinfecgéo.

Em 2010  apresentou

sorologia positiva.

22 Outubro 2008 Novo Esteio  Apresentou Helmintex Nao foi
positivo, sem registro de encontrado.
tratamento ou de
seguimento posterior.

23 Junho 2009 Possivelment  Helmintex positivo, sem Nao foi
Possivelmente e VTP registro de tratamento ou encontrado.
morador de seguimento posterior.
transitorio no
VTP.

24 Junho 2009 Possivelment  Helmintex positivo, sem Nao foi
Possivelmente e VTP registro de tratamento ou encontrado.
morador de seguimento posterior.
transitorio no
VTP.

25 Julho 2010 Novo Esteio  Tratado com Praziquantel Na&o foi
Assintomatico. em julho de 2010. encontrado.
Acompanhava o
caso 18 (irmdo)
ao BA.

26 Agosto 2010 Canoas Amostra  positiva pelo Apresentou
Familiar de método Helmintex em sorologia
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W.LJ., 2010. Tratado com negativa.
frequentava o Praziquantel.
VTP.
27 Junho 2010 Canoas Amostra  positiva pelo Apresentou
Familiar de método  Helmintex em sorologia
W.L.J., 2010. Tratado com positiva.
frequentava o Praziquantel. Amostra de
VTP. Helmintex
negativa.
28 Novembro 2010  Residéncia Apresentou Helmintex Nao foi
Conhecido da original positivo em novembro de encontrado.
familia de desconhecida 2010. N&o héa registro de
W.LJ., tratamento ou de
frequentava o seguimento posterior.
VTP.
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Tabela II: Distribuicdo dos 28 individuos ex-infectados (pontos) quanto a localizacéo original de residéncia.

Anos 1997

1998 1999 2000 2001

2002

2003

2004 2005 2006 2007

2008

2009

2010

2011

2012

2013

2014

2015

Local
Vila oo
Pedreira

Novo
Esteio

Valo da
Trés
Portos

Tabela I1l: Distribuicdo dos 28 individuos ex-infectados quanto a localizacéo atualizada de local de residéncia.

Localizacdo Individuos
Conhecida 18
Mesmo local 5
Local diferente fora de Esteio 12
Local diferente dentro de Esteio 1
Desconhecida 10
Total 18 28

34



FIGURA 13 - Descricéo dos resultados de exames realizados individuos diagnosticados com esquistossomose entre janeiro de 1997 e dezembro de 2015, em Esteio, Rio Grande do Sul.
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4.2. Atividade de educacdo em saude na escola Trindade de Vila Pedreira, Esteio:

Apos a exibi¢do do video “o xis da xistose”, as criangas foram questionadas a
respeito do que elas haviam compreendido em relagdo ao video. Algumas disseram “ndo
pode nadar no lago contaminado”, outras lembraram “ndo pode fazer cocd no lago”.
Explicamos e esclarecemos que o principal motivo da agua estar contaminada seria o
fato de um individuo infectado defecar as margens do lago. Enquanto conversavamos,
mostramos a elas conchas de Biomphalaria, vermes e ovos (Figuras 14 e 15). Também
montamos o ciclo da infec¢do com a participacdo das criancas. Ao final da atividade foi
solicitado que as criancas desenhassem o que haviam aprendido (Figura 16). Nos
desenhos havia sempre caramujos, lagos, e algumas desenharam miracidios e cercérias.
Em um desenho havia dois meninos conversando e um alertando o outro a ndo entrar na

agua contaminada (Figura 17).
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FIGURA 14 — Demonstragdo dos caramujos aos alunos da escola Trindade,
Vila Pedreira, Esteio.

FIGURA 15 — Demonstracdo de vermes e ovos aos alunos da escola
Trindade, Vila Pedreira, Esteio.
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FIGURA 17 — Desenhos dos alunos
educacdo em saude.

da escola Trindade ap0s a atividade de
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4.3. Andlise da urina dos alunos da escola Trindade pelo método rapido “point of

care” com antigeno circulante catédico (POC-CCA):

A interpretacdo dos resultados obtidos do POC-CCA pelos trés leitores foi

diferente em treze casos. A maior discordancia foi entre positivo/traco e negativo/trago.

N&o houve nenhum caso em que se opuseram resultados positivos e negativos (Tabela

V).

Tabela IV — Resultados obtidos nas leituras do POC-CCA pelos diferentes examinadores.

N° Identificagéo Leitor 1 Leitor 2 Leitor 3
03 Positivo Positivo Positivo
15 Negativo Negativo Negativo
65 Positivo Positivo Positivo
50 Negativo Negativo Negativo
76 Negativo Negativo Negativo
57 Positivo Positivo Positivo
23 Positivo Positivo Positivo
75 Positivo Positivo Positivo
36 Positivo Traco Traco

83 Positivo Traco Traco
13* Positivo Positivo Positivo
54 Negativo Trago Negativo
17 Negativo Negativo Negativo
71 Positivo Traco Traco

48 Positivo Positivo Positivo
14 Positivo Positivo Positivo
55* Trago Negativo Trago

77 Negativo Negativo Negativo
12 Positivo Positivo Positivo
66 Traco Traco Traco

45 Positivo Positivo Trago

49 Negativo Negativo Negativo
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56 Positivo Positivo Positivo

68 Positivo Positivo Positivo
21 Negativo Negativo Negativo
05 Positivo Positivo Positivo
08 Trago Negativo Negativo
32* Positivo Positivo Positivo
58 Trago Trago Positivo
09 Positivo Trago Tracgo

72 Traco Traco Traco

10 Trago Positivo Tracgo

64 Trago Negativo Negativo
73 Positivo Positivo Positivo
07 Positivo Positivo Positivo
84 Positivo Positivo Positivo
01 Negativo Trago Negativo
59 Trago Positivo Trago

46 Traco Traco Traco

34 Trago Negativo Negativo
30 Traco Traco Traco

52 Positivo Positivo Positivo

*urina com hematuria.

Quando comparadas as metodologias utilizadas no diagnostico dos escolares foi
verificado que do total de 42 criangas analisadas pelo POC-CCA, 18 (42,8%) tiveram
resultado positivo. J& nos testes de WB-MAMA e Helmintex ndo foi encontrado

nenhum caso positivo (Tabela V).
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Tabela V — Resultado geral de todos os métodos aplicados.

N° Identificacéo POC-CCA WB-MAMA Helmintex
03 Positivo - Né&o cedeu amostra
15* Negativo - -

65 Positivo Negativo Negativo
50 Negativo Negativo -
76 Negativo Negativo -
57 Positivo Negativo Negativo
23 Positivo - Negativo
75 Positivo Negativo Negativo
36 Trago Negativo -
83 Traco Negativo -

13* Positivo - Negativo
54 Negativo Negativo -

17 Negativo - -

71 Traco Negativo -
48 Positivo - Negativo

14 Positivo - Negativo
55* Trago Negativo -

77 Negativo Negativo -

12 Positivo - Né&o cedeu amostra
66 Trago Negativo -

45 Positivo Negativo N&o cedeu amostra
49 Negativo Negativo -

56 Positivo Negativo Negativo
68 Positivo Negativo Negativo
21 Negativo - -

05 Positivo - Negativo
08 Negativo - -

32* Positivo - Negativo
58 Trago Negativo -

09 Traco - -

72 Trago Negativo -

10 Traco - -
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64 Negativo Negativo -

73 Positivo Negativo N&o cedeu amostra
07 Positivo - Negativo

84 Positivo Negativo N&o cedeu amostra
01 Negativo - -

59 Traco - -

46 Trago - -

34 Negativo - -

30 Traco - -

52 Positivo - N&o cedeu amostra

4.4. Comparacdo das metodologias utilizadas para diagndstico de esquistossomose

na escola Trindade, Vila Pedreira, Esteio.

Os métodos POC-CCA e Helmintex ndo obtiveram concordancia em nenhum
momento. Em treze casos os resultados foram positivos no POC-CCA, enquanto que no

Helmintex foram negativos (Tabela V1).

Quando se comparou os testes POC-CCA e WB-MAMA, em 16 casos 0
resultado foi positivo no POC-CCA e negativo no WB-MAMA. E em seis casos 0s dois

métodos concordaram no resultado negativo (Tabela VI1).

Ja na comparacdo dos métodos Helmintex e WB-MAMA, somente em cinco

casos houve concordancia de casos negativos (Tabela VIII).
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Tabela VI — Comparacdo dos métodos POC-CCA e Helmintex.

POC-CCA
HELMINTEX Positivo Negativo Total
Positivo 0 0 0
Negativo 13 0 13
Total 13 0 13

Tabela VII — Comparac¢do dos métodos POC-CCA e WB-MAMA.

POC-CCA
WB-MAMA Positivo Negativo Total
Positivo 0 0 0
Negativo 16 6 21
Total 16 6 21

Tabela VIII — Comparacdo dos métodos Helmintex e WB-MAMA.

HELMINTEX
WB-MAMA Positivo Negativo Total
Positivo 0 0 0
Negativo 0 5 5

Total 0 5 5




5. DISCUSSAO:

De acordo com o Ministério da Saude (2014) é fundamental o monitoramento dos
casos em &reas focais, assim como seu controle. Por isso o desenvolvimento e
aperfeicoamento de medidas de controle para a interrupcdo da transmissdao da
esquistossomose vém sendo estudada pelo Grupo de Parasitologia Biomédica da
PUCRS (GPBP), que acompanha hé dezoito anos o foco de esquistossomose em Esteio,

Rio Grande do Sul.

Em Esteio existiam dois principais focos de transmissdo: o primeiro, Banhado do
Azeite, foi drenado e aparentemente deixou de ter transmissdo, ndo sendo o objetivo
deste estudo. O segundo, a area do Valo da Trés Portos (também chamada area do “Seu
Remi”), passou a ser o foco mais importante, com os Gltimos casos de infectados
diagnosticados (Tabela I11). A area localizada aos fundos do Parque de Exposicdes e
também na area chamada ‘“Fazenda Kroeff”, nunca foi confirmada como foco de
transmissdo embora houvesse existéncia de B. glabrata e indicaces de frequéncia de
pessoas com esquistossomose confirmada, sendo a maioria destes moradores

provenientes da Vila Pedreira (Tabela I1).

Foram encontradas algumas dificuldades no levantamento e atualizacdo dos dados
dos 28 casos antigos da infecgdo. A esquistossomose nado é vista pela populacdo como
um problema, ndo dando a devida importancia a realizacdo de exames diagndsticos e
prevencdo da infec¢do. Um fator positivo foi a presenca constante do GPBP que ha anos
vem acompanhando 0s casos na regido, estabelecendo uma boa relacdo de confianca

com a populacéo residente nos locais estudados.
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Um fator particular na localizacdo dos individuos que residiam na area do Valo da
Trés Portos (VTP) foi a situacdo social critica deste local. Desavencas entre faccdes
rivais, que culminaram no assassinato de um dos lideres da comunidade, acabaram
expulsando os moradores do local. Na area onde viviam aproximadamente 70 pessoas,
em outubro de 2015, restaram apenas 9 individuos. A partir do inicio de 2016,
provavelmente nenhum morador permanecera no local, pois a area foi vendida e servira
para empreendimento industrial ou comercial. Aos fundos da area uma transformacéo
radical foi a construcdo da BR-448 (Figura 12), que ocupou e transformou cerca de 40
metros do comprimento da area, bem como cortou totalmente o transito de pessoas.
Desta maneira tornou-se mais dificil a comunica¢do com os que ja ndo residiam na area

do VTP.

Ficaram evidentes também alguns problemas da intersetorialidade. Houve
dificuldade de comunicacdo entre as Secretarias Municipais de Salde e de Educacao do
municipio de Esteio, bem como na concretizacdo do planejamento de atividades dentro

da Escola Trindade.

Nos encontros pessoais com 0s antigos casos diagnosticados de esquistossomose
foram realizadas as coletas de sangue e também conversas informais. Ao serem
questionados se ainda frequentavam as areas dos antigos focos, todos responderam que
ndo. Em um estudo realizado por Coelho (2010), 39,5% dos individuos que disseram
ndo ter contato com agua contaminada estavam infectados. Vale lembrar que podem
existir deficiéncias de memoria quando se aplica um questionario, ou mesmo em
perguntas informais, como a falta da lembranca do contato esporadico ou até mesmo

ndo querer contar a verdade por saberem se tratar de uma pratica que deve ser evitada.
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Esse comportamento ja é estudado em pesquisas antropoldgicas, e deve-se levar em

conta ao analisar os resultados desses questionarios (Boebs et al., 2007).

A confirmacdo diagnostica dos casos de Esteio sempre foi um desafio, visto que a
carga parasitaria ¢ muito baixa e a eliminagdo de ovos nas fezes é pequena (Graeff-
Teixeira et al., 2004). A variabilidade de exames realizados no periodo de 1997 a 2015
foi devido a diferentes necessidades do GPBP e da Secretaria de Salde de Esteio.
Inicialmente eram feitos apenas exames de fezes, ap6s houve a entrada de testes
sorolégicos, como imunofluorescéncia indireta (RIFI) e ensaio enziméatico (ELISA). O
método utilizado nesse trabalho foi o de Western-blot (WB) com o antigeno
microssomal do verme adulto de S. mansoni (MAMA), indicado pelo “Center for
Diseases Control and Prevention”, CDC, Atlanta, EUA. Alguns inquéritos soroldgicos
utilizando antigeno microssomal de verme adulto j& foram utilizados em paises que
estdo em fase de eliminagdo da esquistossomose. Em 2011, em estudo publicado por
Amarir et al., foi utilizado um ensaio de imunoeletrotransferéncia com o antigeno
microssomal de S. haematobium (HAMA) para monitorar o status epidemioldgico em
cinco areas de focos antigos de esquistossomose. Este estudo obteve como resultado
nenhum caso positivo e a transmissdo de esquistossomose no Marrocos foi considerada

interrompida.

Dos 28 individuos com histérico de esquistossomose, quatro tiveram resultado
positivo no WB-MAMA. Para esses quatro individuos foram solicitadas amostra para
realizacdo de exame de fezes pelo método Helmintex. Em apenas um caso a amostra foi
cedida, e o resultado foi negativo. Vale ressaltar que os casos de Esteio além de
possuirem baixa carga parasitaria, o que resulta em pouca eliminagdo de ovos nas fezes,

a oviposicdo da fémea de S. mansoni é intermitente, ou seja, oscila dia-a-dia (Rey,
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2001). Isso pode interferir no resultado do exame de apenas uma amostra. O ideal seria,
nessas situacoes, fazer analise de trés amostras colhidas em dias diferentes, aumentando
assim a sensibilidade da busca. Através experiéncia prévia estudando estas populacoes,
a obtencdo das trés amostras pode levar tempo, por dificuldades de todo o tipo: horarios
de trabalho; falta de motivacdo; esquecimento de coletar a amostra; necessidade de
manter um esquema de busca ativa das amostras, que cumpra o combinado e que se
mantenha por longo tempo (por exemplo, com o setor de transportes da Prefeitura);
individuos com habito intestinal irregular; situacdo familiar ou socioecondmica;

usuarios de drogas.

A area da Vila Pedreira, onde viviam sete dos vinte oito dos casos diagnosticados
em Esteio, é composta por uma populacdo com uma organizacdo social melhor
estabelecida, especialmente em torno da escola Trindade (Figura 5). Mesmo com
episodios de crises sociais e confrontos dos elementos do trafico de drogas, este aspecto

facilitou a realizacdo do trabalho com as criancas da comunidade.

Uma forma de alcancar uma familia por completo € a realizacdo de atividades de
educacdo em salde nas escolas, visto que as criangas se tornam vetores dessas
informacBes. Em estudo de Massaro e colaboradores (2006), foi demonstrado que
criancas em idade escolar tém o poder de multiplicar e transmitir o conhecimento
aprendido a outros membros da familia. Assim como a existéncia de um individuo
infectado numa familia aumenta a probabilidade de encontrar outro integrante infectado
(Enk et al.,2008). Em nosso estudo podemos perceber que atividades integradas de
educacdo e saude extrapolam o ambiente escolar, atingindo a populagdo como um todo,

visto que as criangas relataram aos seus pais e familiares o que haviam aprendido na
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escola, até mesmo a cerca da necessidade e da importancia de realizar exames

laboratoriais.

A segunda etapa desse trabalho na populacdo da escola de VP consistiu na coleta de
amostras de sangue e urina nos escolares. A analise da urina demonstrou 42,8% de
casos positivos, enquanto que na sorologia por WB-MAMA néo foi detectado nenhum
caso. O numero alto de exames positivos pelo POC-CCA, sem confirmacdo pela
sorologia e pelo método Helmintex, nos leva a crer em resultados falso-positivos pelo

método imunocromatografico de deteccdo de antigenos na urina.

Em estudo realizado em uma area ndo endémica no Quénia, onde foram comparados
testes de KK e POC-CCA, os resultados sugerem que ensaios utilizando POC-CCA
podem ser utilizados para 0 mapeamento inicial de infec¢des por S. mansoni, visto que
0 POC-CCA indicou niveis de prevaléncia mais elevados que o KK. Resultados falso-
positivos foram relatados apenas no pds-tratamento, onde foram registrados exames
positivos para POC-CCA e negativo para KK. Os autores justificaram a diferenca de
resultados serem em relacdo a infec¢bes ainda existentes, leves e em vias de eliminacdo
(Mwinzi et al., 2015). J& em estudo realizado por Silveira et al. (2016), em Minas
Gerais, demonstrou que embora testes de POC-CCA tenham bom desempenho para
diagnostico de esquistossomiases, nas areas que possuem leves intensidades de
infeccdo, 0 método ndo tem sensibilidade para ser utilizado como ferramenta de
diagnostico independente. Ainda foi levantada uma questdo importante, como 0s

resultados considerados “tra¢os” influenciam na sensibilidade do teste.

Em nosso estudo foi verificada dificuldade na interpretacdo do POC-CCA quando a

banda é muito fraca e incompleta, 0 que caracterizou o resultado denominado “trago” e
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que pode produzir uma variabilidade inter-observadores, como pode ser observado na
tabela IV. Deve-se considerar que este ndo seria um grande problema no monitoramento
de areas em eliminagdo da transmissao, ja que resultados considerados “traco” deveriam
ou poderiam ser tratados como positivos, com o objetivo de ndo deixar de fora nenhum
individuo que possa estar eliminando ovos nas fazes. Estes resultados, mesmo que
“falso-positivos” justificariam o tratamento, levando em considera¢do 0 objetivo de
eliminar a transmissdo, numa particularidade da proposta de tratamento coletivo. O
problema comeca a crescer com o tamanho do grupo de individuos com resultados
“falso-positivos”. Isto pode ter implicag¢des politicas e criagao de resisténcia ao uso dos
métodos, pois 0S governos municipais ndo se sentiriam-se confortaveis com exames
“positivos” numa situagdo em que a interrupgao da transmissao pode render dividendos

politicos.

A negatividade dos métodos WB-MAMA e Helmintex corroboram com a hipétese
mais provavel nessa populacdo de escolares, pois existem varios indicios de que a
transmisséo possa ter sido interrompida: nenhum novo caso em demanda espontanea na
rede de salde do municipio; as mudancas dramaticas no ambiente e na populacdo dos
dois focos que poderiam ainda estar transmitindo (VTP e Fazenda Kroeff). Alem disso,
em conversas com alguns moradores, pais das criangas e até mesmo com as criancgas, ha
uma consciéncia do risco e uma reforcada imagem negativa de atividades junto aos

banhados préximos ao rio dos Sinos.

Comprovou-se também algo reconhecido h& tempo sobre a aceitabilidade dos
métodos diagndsticos pela populacdo: a obtencdo de amostras de fezes é muito mais
dificil quando comparada com amostras de sangue e urina. Sera lamentavel a

confirmacdo em estudos ampliados, de um desempenho precario de métodos point-of-
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care utilizando urina na identificacdo de individuos infectados com baixas cargas
parasitarias, pois o teste alia varios elementos desejaveis para seu uso como instrumento
de verificar a permanéncia de transmissdo: facil obtencdo (urina), simples execucgédo

(podendo ser feito na hora, logo apos a coleta).
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6. CONCLUSOES FINAIS E PERSPECTIVAS:

O presente trabalho foi desenvolvido com o objetivo principal de atualizar e
explorar os indicadores de interrupgdo da esquistossomose em Esteio, Rio Grande do
Sul. Todavia, ainda permanece a necessidade de alguns esclarecimentos, como a
situacdo de reatividade do método POC-CCA na populacdo estudada e cujos resultados

ora relatados necessitam da extensdo dos estudos além do que foi apresentado.

Além disso, a repeticdo de amostras de fezes para exame pelo método Helmintex é
ainda mais importante, pois a eliminacdo de ovos pode ser intermitente e a auséncia de
ovos num dia pode se associar a presenca de ovos na evacuacdo do dia seguinte (Rey,

2001).

A populacdo de idade escolar precisa ser avaliada em seu total, principalmente
criancas maiores, mais independentes e com maior risco, pela facilidade de comparecer
a4 area da Fazenda Kroeff, por exemplo, mesmo com as modificacbes ambientais em

curso (obra da rodovia BR 448 e construcdo de condominios).

Existe uma razoavel possibilidade da interrupcdo de transmissao da esquistossomose
no municipio de Esteio. Entretanto, a tarefa de certificar esta interrupcdo depende da
continuidade do monitoramento por muitos anos e de definicdes quanto aos métodos

mais adequados para esta finalidade.
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Abstract: We update survey results and monitoring of 28 schistosomiasis-infected
individuals in Esteio, Brazil, and their current dwelling-place. From 1997 to 2011, 28
individuals were found infected and have been examined both by parasitological and
several serological methods. The original dwelling-place of each infected individual
varied along time and clearly indicated aremaining transmission activity in “Valo da Trés
Portos” up to 2011, but that is an area currently almost depopulated because of conflicts
and ownership change. Only 5/28 individuals remain living in their original dwelling-
place.  Certification of transmission interruption requires long-term, combined

surveillance strategies and better diagnostic tools.
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Brazil’s schistosomiasis main endemic area includes 6 northeastern States and the
State of Minas Gerais. Next to the border with Uruguay and Argentina, the State of Rio
Grande do Sul has been considered schistosomiasis-free. Biomphalaria glabrata was first
identified in Esteio in 1997, after the diagnosis of schistosomiasis in an hospitalized adult
man with hepatitis (Carvalho et al., 1998). One year later, active transmission was
documented by finding snails infected with Schistosoma mansoni (Graeff-Teixeira et al.,
1999), simultaneously with the detection of a second infected individual. From 1997 to
2000, 11 human infections have been diagnosed in Esteio (Graeff-Teixeira et al., 2004).
Other 17 individuals were found infected from 2001 and 2011. The objective of this Note
is to report and update the diagnosis of schistosomiasis in Esteio, and the current
dwelling-place of individuals found infected up to 2010.

The archives of the Laboratory of Molecular Parasitology were reviewed to show
the succession of different diagnostic methods applied along time, as well as the follow-
up in many individuals with repeated examinations (Figure 1). This study was approved
by the Ethics Committee: CAAE 18944614.3.0000.5336. From 1997 to 2015, egg
detection led to diagnosis of 28 infections: Kato-Katz method (Kato-Katz et al., 1972)
was positive in 4 individuals: numbers 2, 7, 8, 9 (see Figure 1) and only a modification
of HPJ (Hoffman et al., 1934) (examination of progressively larger fecal mass) and
Helmintex (Teixeira etal., 2007) resulted positive in all individuals. Serological surveys
or individual testing were performed with several methods: indirect immunofluorescence
(IFI) (Kanamura et al., 1979) in 1999, IgA and 1gG SEA-ELISA (Doenhoff et al., 1993)
in 2001 and IgG immunoblot with S.mansoni microsomial antigen (MAMA) (Tsang et
al., 1983). Table 1 shows the original dwelling-place of patients: they were living in three

areas in Esteio: Vila Pedreira (VP), Novo Esteio (NE) and Valo da Tres Portos (VTP);

https://mc04.manuscriptcentral.com/mioc-scielo

Page 2 of 9



Page 3 of 9

©CoO~NOUTA,WNPE

46

47

48

49

50

51

52

53

54

55

56

57

58

59

60

61

62

63

64

65

66

67

68

69

Memérias do Instituto Oswaldo Cruz

since 2003 new cases came especially from VTP, none from VP, what is consistent with
the hypothesis of VTP being the remaining area with transmission. Table 2 summarizes
the information on the current dwelling-place of patients: from 10 individuals the
information was not available while only 5 were living in the same place and 13 have
moved away (inbounds Esteio: 1 or outbounds Esteio: 12). Mobility of people is a big
challenge for the follow-up as here illustrated.

Esteio had one suspected, Fazenda Kroeff (FK) and three confirmed transmission
foci: Banhado do Azeite (BA), Casa dos Trilhos (CT) and Valo dos Trés Portos (VTP).
FZ, BA and CT had huge environmental modifications, including a road construction
what most probably have contributed to transmission interruption. VTP was the last focus
with very active transmission, but people living there (70 in 2013) is moving away and
the land is being prepared for building a warehouse. It is possible that S.mansoni
transmission has already been interrupted in Esteio, but only long-term monitoring, both

human and snail populations, will provide data to confirm interruption.
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90 Table 1: Distribution of 28 schistosoma-infected individuals (dots) according to their
91 original dwelling-place, in Esteio, RS, Brazil: Vila Pedreira (VP), Novo Esteio (NE),
92  Valo da Trés Portos (VTP), from 1997 to 2011 (no new diagnoses after 2011)
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95 Table 2: Distribution of 28 schistomasis-infected individuals (1997-2011) according to
96 updated (2015) dwelling-place, in Esteio, RS, Brazil

97
Localization Individuals
Known location 18
Same 5
Different, outbounds Esteio 12
Different, inbounds Esteio 1
Unknown 10
Total 18 28
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Figure 1 - Description of the test results performed individuals diagnosed with schistosomiasis between January 1997 and December 2015, in Esteio, Rio Grande do Sul.
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