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BOSQUI, Larissa Rodrigues. Diagnostico coproparasitolégico, imunoldgico e
molecular da estrongiloidiase em pacientes portadores de tuberculose. 2019.
146 f. Tese (Doutorado em Patologia Experimental) — Universidade Estadual de
Londrina, Londrina, 2019.

RESUMO

Casos de pacientes com coinfec¢cdo de tuberculose e estrongiloidiase sdo pouco
estudados e relatados. No entanto, ambos quadros patolégicos possuem cenario
relevante na epidemiologia da saude publica apresentando populacdes vulneraveis
coincidentes. Diante do aumento da incidéncia de tuberculose em regides tropicais e
subtropicais, regides nas quais existe uma alta prevaléncia de parasitas
gastrointestinais, sobretudo da estrongiloidiase, nosso objetivo foi realizar o
diagnostico coproldgico, imunolégico e molecular da estrongiloidiase humana. Para
isso, aprimoramos o diagndéstico sorologico e salivar através da deteccdo de
imunocomplexos 1gG anti — S. stercoralis. Além disso, através de um teste rapido e
sensivel, Dot-ELISA, realizamos o diagnostico salivar para deteccdo de IgA
especifico. Utilizando a biologia molecular, foi possivel comparar o diagnéstico
imunoldgico, soro e saliva, com o diagnostico molecular nas fezes, através de dois
primers, género e espécie especifico. A partir desses dados, realizamos um estudo
epidemioldgico, descritivo e retrospectivo e incluimos os pacientes com tuberculose,
no diagndstico imunoldgico e molecular. Calculamos através do software GraphPad,
area sob a curva, indice geral de acuracia diagnostica, indice Kappa e as
correlacbes entre os diferentes testes diagnosticos. Para o teste de
quimiluminescéncia os resultados foram interpretados com a ajuda do programa
Image Quant. Nossos resultados demonstraram que, a deteccdo de
imunocomplexos 1gG no soro foi de 3% (n=30) para o grupo | (individuos saudaveis)
e 93% (n=30) para o grupo Il (copropositivos para S. stercoralis), enquanto que, para
a saliva, a deteccao foi de 20% grupo | e 30% grupo II. O Dot-ELISA para deteccao
de IgA na saliva em pacientes positivos para S. stercoralis (n=10), apresentou
resultados semelhantes ao teste ELISA, com sensibilidade de 70% e 60% e
especificidade de 85% e 90%, respectivamente. A comparacao entre o diagnostico
imunoldgico e molecular demonstrou que 97,1% dos 35 individuos copropositivos
para S. stercoralis foram positivos para IgG sérica e 19 54,3% foram positivos para
IgA salivar. Em relacdo a andlise molecular, ambos os primers demonstraram
positividade em 100% das amostras. Dos prontuarios disponiveis para a analise dos
pacientes, 86 casos eram positivos para tuberculose, sendo a maioria do sexo
masculino (76%) com faixa etéria entre 2 e 91 anos. Os principais sinais clinicos
apresentados foram tosse, febre e perda de peso. Em relacdo a forma clinica, 67%
dos pacientes apresentaram a forma pulmonar, e 33% a forma ndo pulmonar. Casos
positivos para tuberculose em associacdo com HIV/AIDS corresponderam a 37%.
Em relagdo ao imunodiagndstico em pacientes portadores de tuberculose, a
deteccado de IgA foi de 34% para o grupo | (n=50) e 66% para o grupo Il (n=50), na
saliva. Enquanto que IgG na saliva para o grupo | foi de 46% e IC-IgG 38%. Ja no
grupo Il foi de 52% e 62%, respectivamente. No soro observamos 36% de
positividade para IgA no grupo | e 60% grupo Il. Em relacéo a deteccéo de IgG e IC-
IgG no soro, grupo | foi de 46% e 34%, respectivamente. No Grupo Il 58% para IgG
e 68% para IC-IgG. Quanto ao diagnostico molecular, a positividade foi de 30,7%



(16/52), tanto pela qPCR quanto pela cPCR. Os valores de Cts variaram de 32.6-
40.9 (média 38.2). Com isso, 0 uso do diagndstico molecular juntamente com o
imunodiagnaostico, podem ser considerados como uma ferramenta complementar na
triagem da estrongiloidiase, especialmente, considerando a gravidade da coinfeccéo
neste grupo de pacientes. Casos de pacientes em coinfeccdo com tuberculose e
estrongiloidiase sdo pouco estudados e relatados, no entanto, a realizacdo de
exames que complementem o diagnéstico rapido e preciso dessas infec¢cdes sao
essenciais para o bom prognéstico dos pacientes.

Palavras-chave: Estrongiloidiase. Tuberculose. Imunodiagnostico. Saliva. gPCR.



BOSQUI, Larissa Rodrigues. Coproparasitological, immunological and molecular
diagnosis of strongyloidiasis in patients with tuberculosis. 2019. 146 p. Thesis
(Doctorate Degree in Experimental Pathology) — Universidade Estadual de Londrina,
Londrina, 2019.

ABSTRACT

Cases of patients with co-infection of tuberculosis and strongyloidiasis are poorly
studied and reported; however, both pathologies have a relevant scenario in the
epidemiology of public health, presenting vulnerable populations. In view of the
increased incidence of tuberculosis in tropical and subtropical regions, where there is
a high prevalence of gastrointestinal parasites, especially strongyloidiasis, our
objective was to carry out the coprological, immunological and molecular diagnosis of
human strongyloidiasis. For this, we improved the serological and salivary diagnosis
through the detection of immunocomplex IgG anti - S. stercoralis. In addition, through
a rapid and sensitive Dot-ELISA test, we performed the salivary diagnosis for specific
IgA detection. Using molecular biology, it was possible to compare the immunological
diagnosis, serum and saliva, and the molecular diagnosis in the feces, through two
primers, genus and specific species. From these data, we conducted an
epidemiological, descriptive and retrospective study and included patients with
tuberculosis, both in immunological and molecular diagnosis. We calculated using the
GraphPad software, area under the curve, general index of diagnostic accuracy,
Kappa index and correlations between the different diagnostic tests. For the
chemiluminescence test the results were interpreted using the Image Quant program.
Our results demonstrated that the detection of serum IgG immunocomplexes was 3%
for group | (healthy individuals) (n=30) and 93% for group Il (copropositives for S.
stercoralis) (n=30), whereas, for saliva, the detection was of 20% group | and 30%
group Il. The Dot-ELISA for the detection of IgA in saliva in S. stercoralis positive
patients (n=10), presented results similar to the ELISA test, with sensitivity of 70%
and 60% and specificity of 85% and 90%, respectively. The comparison between
immunological and molecular diagnosis showed that 97.1% of the 35 copropositive
individuals for S. stercoralis were positive for serum IgG and 19 54.3% were positive
for salivary IgA. In relation to the molecular analysis, both primers demonstrated
positivity in 100% of the samples. From the charts available for the patients analysis
of the patients, 86 cases were positive for tuberculosis, the majority being male
(76%) with ages ranging from 2 to 91 years. The main clinical signs presented were
cough, fever and weight loss. Regarding the clinical form, 67% of the patients
presented the pulmonary form, and 33% the non-pulmonary form. Positive cases for
tuberculosis in association with HIV/AIDS accounted for 37%. Regarding
immunodiagnosis in patients with tuberculosis, the IgA detection was 34% for group |
(n=50) and 66% for group Il (n=50), in saliva. While saliva IgG for group | was 46%
and 38% for IC-IgG. In group Il, it was 52% and 62%, respectively. In serum we
observed 36% positivity for IgA in group | and 60% group Il. Regarding the detection
of IgG and IC-IgG in saliva, group | was 46% for IgG and 34% for IC-1gG. In Group I
58% for IgG and 68% for IC-lgG. Regarding the molecular diagnosis, the positivity
was 30.7% (16/52), both by gPCR and by cPCR. Cts values ranged from 32.6-40.9
(mean 38.2). Therefore, the use of molecular diagnostics and iimmunological
diagnosis can be considered as a complementary tool in the screening of



strongyloidiasis, especially considering the severity of coinfection in this group of
patients. Cases of patients in co-infection with tuberculosis and strongyloidiasis are
poorly studied and reported; however, examinations that complement the rapid and
accurate diagnosis of these infections are essential for the good prognosis of
patients.

Key words: Strongyloidiasis. Tuberculosis. Immunodiagnosis. Saliva. PCR.



Figural—
Figura 2 —
Figura 3 —
Figura 4 —
Figura 5 —
Figura 6 —

LISTA DE ILUSTRACOES

Ciclo de vida de Strongyloides stercoraliS...........cccceevvvveiiiiiiiiieeeeeeeeeas 16
Interagcdes celulares na resposta imune para helmintos ..................... 23
Secrecdo e componentes da IgA ........cocoeiiiiiiiiii e 27
Reconhecimento bacterian0.............uuuuiiiiiiiiiiiiii e 38
Mapa-mundi: coinfeccdo entre helmintos e tuberculose ..................... 40

HIStOrCO da PESOUISA. ......eeiiiiiiiiiiieeee e 51



© 00 N o OB~ o w PN

WRNRN RN RNRNRNNRNRNRNRDNDR R R R B R B RB RB
O © ® N o O8N W N EFP O © 0 N o U A W N B O

1.2.
1.3.
1.4.

1.4.1.
1.4.2.
1.4.3.

1.4.4.

1.5.

1.5.1.
1.5.2.

3.1.

4.2.

SUMARIO

INTRODUGAOD ..ottt enn e
Aspectos taxonbmicos e morfo-bioldgicos da estrongiloidiase

UMINGL .
Epidemiologia da estrongiloidiase humana ...............cccccoevviiieeii e,
Imunopatogenicidade da estrongiloidiase ............cccccceeeiiiiiiiiiiiiii s
Diagnostico da estrongiloidiase ............eeeeieeiiiiiiiiiiiiiiieee e
Diagnostico parasitOlOQICO.........cuuuuruiieeeeeeeeeeiie e e e e e e e e
DiagnOstico iIMUNOIOQICO.........coviiiiiiiiee e

Utilizagdo da saliva como ferramenta alternativa no diagnostico da
ESTONGIOIATASE. ....eeeeieeee e
DiagnOstico MOIECUIAT ..........ccovieieiie e
Etiopatogenia da tuberculose e seus desafios ..........cccovvvviiiiiiiiiiieciiiiieeeees
Epidemiologia, diagndstico e tratamento da tuberculose.............ccccccoeeennee
Efeito da imunidade induzida por helmintos em infeccdes

MICTODIANAS ...
JUSTIFIC ATIV A e e e e e e e e eaanas
OBJIETIVO GERAL ...ttt e e
ODbjetivos €SPECITICOS. ..o
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ......coiiiiiiiiiiieeeieieeesie st
PRODUGAQO CIENTIFICA ..ottt
ARTIGO 1: Immune complex detection in saliva samples: an

innovative proposal for the diagnosis of human strongyloidiasis .................

ARTIGO 2: Evaluation of the Dot-ELISA as a diagnostic test for

human strongyloidiasis based on the detection of IgA in saliva...................



© 00 N o o B~ W DN P

W oW NN RNRNRNNRNRNRNNRNDNR R R R B R B B R
P O © ® N o U0 & W N P O © 0 N o o A W N B O

4.3.

4.4.

4.5.

4.6.

5.2.

5.3.

ARTIGO 3: Molecular and Immnune Diagnosis: Further Testing for
Human StrongyloidiasiS ...........uuuuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiie e
ARTIGO 4: Clinical profile of patients diagnosed with tuberculosis
treated at the University Hospital of Londrina, Parana.....................ccceee.
ARTIGO 5: Imunodiagnéstico da estrongiloidiase humana utilizando
amostras pareadas de saliva e soro na deteccao de IgA, IgG e
imunocomplexo-lgG em pacientes portadores de tuberculose
011100 = PP
ARTIGO 6: DNA ribossomal de Strongyloides stercoralis em

pacientes COM tUDEICUIOSE ..........uuiieieeeiiiiiieii e

CONCLUSAO GERAL ....covevieeeeeeeeeee et

ANEXOS ..o
Parecer Consubstanciado do Comité de Etica em Pesquisa em
Seres Humanos da Universidade Estadual de Londrina ..............ccoeeeen.
Aquiescéncia da Direcado da Unidade Basica de Saude de Londrina
para realizaCao dO €StUTO ........cccooeeieeeee e
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)........cccccccvvvvveninnnnn.



© 00 N o o B~ W DN

W oW N RNRNRNRNNRNRNRNNRNDNRR R R B R B B R
P O © ® N o U0 & W N P O © 0 N o o h W N B O

12

1 INTRODUCAO

1.1. Aspectos taxondmicos e morfo-bioldgicos da estrongiloidiase humana

A estrongiloidiase, infeccdo causada pelo nematdédeo Strongyloides
stercoralis (BAVAY, 1876) infecta cerca de 370 milhdes de pessoas em 70 paises,
com predominancia em regifes tropicais e subtropicais, podendo ser encontrado
esporadicamente em regifes temperadas (SIDDIQUI; BERK, 2001; LAM et al.,
2006; SUDRE et al., 2006, VERDONCK et al., 2007; BISOFFI et al., 2013).

A estrongiloidiase é considerada uma parasitose de condi¢do negligenciada,
e possui distribuicdo heterogénea, com areas de predominancia do sudoeste da
Asia, Brasil, Colémbia, Leste Europeu, Oeste da Africa e algumas ilhas do Caribe.
Na Europa a infeccdo prevalece em agricultores, hortigranjeiros e trabalhadores
rurais e nos paises tropicais, a doenca atinge principalmente criancas pela
frequente permanéncia em solos contaminados (PIRES; DREYER, 1993,
RODRIGUEZ et al., 2001; COSTA-CRUZ, 2005; 2016; BOULWARE et al., 2007,
FARDET et al., 2007). Nas Américas, € encontrada desde o Canada até Argentina
e Chile. Focos com elevada endemicidade sdo encontrados em paises como
Coldombia com 20% de positividade e no Peru com 48% (REY, 2001; MERCADO et
al. 2007).

No Brasil, a importancia de S. stercoralis como agente etioldgico da
estrongiloidiase ou anguilulose, foi salientada primeiramente por Ribeiro da Luz em
1880. A partir de entéo, estudos tém sido realizados demonstrando variagdes na
prevaléncia dessa parasitose em decorréncia de varios fatores, tais como idade,
diferencas geograficas e socioeconémicas (GENTA, 1989; PAULA; COSTA-CRUZ,
2011).

Strongyloides sp. pertence ao reino Metazoa, filo Nematoda, classe
Secernentea, ordem Rhabditida, familia Strongyloididae (YAMAGUT, 1961). O
género Strongyloides apresenta 52 espécies das quais somente duas tem
importancia clinica para o homem: S. stercoralis e S. fuelleborni Von Linstow

(1905). A primeira espécie tem distribuicdo mundial, especialmente nas regides
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tropicais, podendo também infectar cdes, gatos e macacos, a segunda é
encontrada na Africa e nas Filipinas. A subespécie, Strongyloides fuelleborni kellyi
foi descrita pela primeira vez parasitando criancas residentes na Papua Nova
Guiné (GROVE, 1996; SHARIATI et. al.,, 2010). Como modelo experimental em
roedores, a utilizacdo das espécies Strongyloides ratti e Strongyloides venezulensis
tem auxiliado nos estudos de biologia molecular, interacdo parasito-hospedeiro,
ensaios terapéuticos além de ser fonte de antigeno heterélogo para padronizacéo
de novas metodologias no imunodiagnostico da estrongiloidiase humana (Costa-
Cruz IN: NEVES et.al., 2011; GONZAGA et al., 2011; GONCALVES et al., 2012a).

S. stercoralis apresenta seis formas evolutivas: fémea partenogenética
parasita e fémea de vida livre, macho de vida livre, ovos e larvas rabiditoide e
filarioide (Costa-Cruz IN: NEVES et.al., 2011).

No homem a infeccdo ocorre pela penetracéo ativa das larvas filarioides (L3)
na pele integra, ou ocasionalmente, através das mucosas, principalmente da boca
e do esodfago, quando sédo deglutidas acidentalmente através de alimentos
contaminados, essas larvas secretam metaloproteases, enzimas que auxiliam na
penetracdo e migracdo atravées dos tecidos (MARUYAMA et. al., 2006). Em seguida
as larvas ao atingirem a corrente sanguinea migram até os alvéolos pulmonares e
destes ascendem pela traqueia onde sado deglutidas, alcancando o intestino
delgado onde irdo completar seu desenvolvimento (GROVE, 1996; Costa-Cruz IN:
NEVES et.al., 2011).

As larvas se diferenciam em fémeas partenogenéticas, alojando-se nas
criptas de Lieberkiihn e na porcéo superior do jejuno, onde fazem a postura. Os
ovos liberados pelas fémeas atingem rapidamente a maturidade e as larvas
rabditoides (que eclodem dos ovos) migram para a luz intestinal, sendo desta forma
eliminada nas fezes (PIRES; DREYER, 1993; FERREIRA; COSTA-CRUZ, 2003).

No ciclo direto, as larvas rabditoides presentes no solo ou na regiao perianal,
se diferenciam em larvas filarioides infectantes (L3), enquanto que, no ciclo indireto
as larvas rabditoides passam por quatro diferenciacdes no solo, e apds 18 a 24
horas produzem fémeas e machos de vida livre (Figura 1) (Costa-Cruz IN: NEVES
et.al., 2011; SCHAR et al., 2013).
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A carga cromossOomica n, 2n e 3n correspondente a machos, fémeas de vida
livre e as larvas filarioides respectivamente, ocorre a partir da oogénese para a
definicdo do sexo da larva rabditoides. Infec¢bes mais recentes garantem um
grande numero de larvas infectantes L3, que facilitam a reinfeccdo continua do
hospedeiro, ja as infec¢cdes crénicas favorecem o ciclo indireto, garantindo uma
fonte de L3 por longos periodos de tempo, embora a taxa de produgcdo seja mais
baixa (SHIWAKU et. al., 1988).

2. Alarva filardide € carroada pelo
sistoma circulatario até os puimoes,
penetrando nos espacos alveolares
(muda para L,).Ocorre migracho da
larva para a faringe. As larvas deglutidas
chegam 20 intesting transiormando-se

o meas patterogonétcas
3. Fémeas adulias no

S. No processo de auto
infeccdo interna as larvas
rabditdides presentes no
intestno e transformam

1. Penetragho do larva
Sanéude pela pole

10. Transformacio da larva

rabdadide em Alaridide a

nfectante 3(n)

s =

>

9. Desenvolvimento de
larva rabditéede 5 partic
dos ovos embricnados

\ @ 2n gfin
-.\ o‘

8. Produgho de ovo:por\ b3
|-

fémeas de vida livre

10. Transformacso da larva
rabditdide em filaridice
nfectante 3(n)

em filaridides que nvadem
a mucosa intestnal ou a
regido peranal e reakzam o
ciclo parastino normal

I/;/‘ \: \

|
\ /‘. Os ovos sio depositados na
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Figura 1. Ciclo de vida. O ciclo vital da estrongiloidiase humana ocorre parte no solo, onde se
encontram fémeas e machos, e parte como parasitas teciduais da parede intestinal, onde s6 ha
fémeas partenogenéticas. Estas produzem ovos ja embrionados contendo larvas rabditoides, L1,
gue deixam a mucosa e saem com as fezes. No solo elas se diferenciam em machos e fémeas que
fecundam ovos contendo larvas L1. As larvas L1, de ambas origens, transformam-se no solo em L2
ou larvas filarioides infectantes, capazes de penetrar através da pele humana (Adaptado de CDC).

A interacdo entre S. stercoralis e 0 hospedeiro humano € complexa em
decorréncia de sua capacidade intrinseca de reproducéo, existindo em individuos
infectados trés possibilidades de evolugcdo: a erradicacdo da infeccdo, a
cronicidade decorrente da autoinfeccdo e a possibilidade de hiperinfecgcdo ou
disseminacédo (COSTA-CRUZ, 2005; 2016).
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Mecanismos da autoinfeccdo externa ou exdgena e autoinfeccdo interna ou
enddégena sdo comuns na transmissado da estrongiloidiase, sendo que no primeiro
as larvas rabditoides presentes na regido perianal, diferenciam-se em larvas
filarioides infectantes que ai penetram, completando o ciclo direto. No mecanismo
de autoinfeccéo interna, larvas rabditoides, ainda presentes na luz intestinal (ileo
ou célon) de individuos infectados, se diferenciam em larvas filarioides. Através
desse mecanismo a doenca pode manter-se crbnica por meses Ou anos
(FERREIRA et al., 1999; REY, 2001; COSTA-CRUZ, 2005; 2016).

A maioria dos individuos infectados sdo assintomaticos, porém, em casos
mais graves da estrongiloidiase, pode ocorrer a Sindrome de Loffler, resultando em
edema pulmonar e insuficiéncia respiratéria (PIRES; DREYER, 1993; COSTA-
CRUZ, 2011).

O tratamento de estrongiloidiase € limitado as formulacbes orais como
Ivermectina, Albendazol e Tiabendazol. A Ivermectina foi aprovada pelo Food and
Drug Administration (FDA) em 1997 para o tratamento de estrongiloidiase,
posteriormente aprovado no Brasil pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA), visto que em varios estudos a mesma se mostrou com maior eficacia e
seguranca, além de apresentar menores efeitos colaterais e maior adesao do
medicamento, sendo, portanto, o medicamento de primeira escolha para
estrongiloidiase (HUGGINS et al., 2001; ZAHA et al., 2002; MENDES et al., 2017).

1.2. Epidemiologia da estrongiloidiase humana

As helmintiases apresentam elevada prevaléncia mundial em continentes
como Asia, Africa e América Latina, onde aproximadamente 820 milhdes de
pessoas estdo infectadas por Ascaris lumbricoides, 460 milhdes por Trichuris
trichiura e 440 milhdes por ancilostomideos, seguidos pelas contaminacfes por
outros geohelmintos (OPAS, 2018). Dentre as infeccbes causadas por
geohelmintos, a estrongiloidiase esta entre as primeiras. Esta posicdo refere-se
apenas as infeccOes ativas, uma vez que o numero de pessoas potencialmente
expostas com quadro de infeccdo sub-clinico € muito maior (ELLIOT; SUMMERS;
WEINSTOCK, 2007).
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Foi definido por Stuerchler (1981 apud PIRES; DREYER, 1993) as regides
mundiais de acordo com a prevaléncia da infeccdo por S. stercoralis: esporadica
(<1%), endémica (1-5%) e hiperendémica (>5%). As areas hiperéndemicas estédo
situadas, principalmente, entre o0s tropicos, especialmente nos paises em
desenvolvimento da Asia, América Latina e Africa Subsaariana (FARDET et al.,
2007; DEVI; BORKAKOTY; MAHANTA, 2011).

Estima-se que a infeccao pelo S. stecoralis atinja de 10 a 40% da populacéo
residente de paises tropicais e subtropicais, e em paises com condi¢cdes sanitarias
precarias e também socioeconémicas a taxa de infeccdo pode chegar a 60%
(SCHAR et al.,, 2013; COSTA-CRUZ, 2016). Além disso, tém-se notado um
aumento no numero de casos de estrongiloidiase humana em paises
desenvolvidos devido ao crescente niumero de imigrantes, viajantes e refugiados
(PAGE; SPEARE, 2016).

Nas regides desenvolvidas do mundo, como Sudeste da Ameérica do Norte e
Europa, as infec¢cdes séo frequentes em trabalhadores do campo e também tem
origem nado autoctone em razao dos imigrantes e visitantes de areas endémicas
(SIDDIQUI; BERK, 2001; MARCOS et al.,, 2008). Nestas regides as infeccdes
helminticas, incluindo a estrongiloidiase, podem ser controladas por programas de
atencao basica a saude e medidas de saneamento efetivo (PAULA; COSTA-CRUZ,
2011).

No periodo entre 1990 a 2009, a ocorréncia da infecgdo por S. stercoralis no
Brasil foi de aproximadamente 5,5% nas cinco regides brasileiras, o que caracteriza
0 pais como uma area hiperendémica (PAULA; COSTA-CRUZ, 2011).

Segundo Paula e Costa-Cruz (2011) e relatos do Ministério da Saude (2005),
os estados de maior ocorréncia da estrongiloidiase sdo Amazonas, Alagoas, Mato
Grosso, Sao Paulo, Santa Catarina e Minas Gerais. O estado do Paran4, utilizando
técnicas parasitoldgicas especificas ou ndo para deteccdo de S. stercoralis, foi
demonstrado que os indices desta parasitose variam de 0,9 de 3,3% na populacéo
em geral (FALAVIGNA et al., 2008; TOLEDO et al., 2009). Dados mais recentes, na
regido norte do estado, revelam que S. stercoralis foi 0 mais detectado dentre os

helmintos, pela técnica de Rugai (BOSQUI et al., 2015). Com isso, ressalta-se a
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importancia da utilizacdo de diferentes métodos para que um diagndéstico mais
preciso e, consequentemente, o tratamento adequado dos infectados.

O governo brasileiro, em 2005, reconhecendo a elevada prevaléncia da
infeccdo por S. stercoralis no pais, incluiu a estrongiloidiase no “Plano Nacional de
Vigilancia e Controle das Enteroparasitoses” (BRASIL, 2005) e em 2007, no
Programa de Aceleracdo do Crescimento (PAC) (MINISTERIO DA FAZENDA,
2007), programas que fornecem acBes em saneamento basico, objetivando a
melhoria da qualidade de vida da populacdo (PAULA; COSTA-CRUZ, 2011).

Sabe-se que esses niveis estdo diretamente relacionados com fatores
ambientais e zoonéticas da populacdo, variacdes geograficas e riscos para
disseminacédo e condi¢des relacionadas diretamente com o hospedeiro tais como
imunidade, idade e fatores nutricionais. No entanto, os dados de prevaléncia sédo
subestimados uma vez que os métodos de diagndstico parasitologico utilizados na
rotina laboratorial apresentam baixa sensibilidade e sdo geralmente, inespecificos
para deteccdo desses parasitos, o que limita as informacfes corretas sobre os
indices epidemiolégicos para determinadas regides, além de, dificultar o
diagnostico precoce e confirmatorio dessas infecgbes principalmente, a
identificacdo de larvas de S. stercoralis que demandam métodos especificos
baseados no hidrotermotropismo das larvas e habilidade técnica para tal
(HERNANDEZ-CHAVARRIA, 2001; OLSEN et al., 2009; LUVIRA et al., 2016).

Em muitas regides do Brasil, esses dados ndo sao elucidados e a populagéo
continua sem informagdo (PAULA; COSTA-CRUZ, 2011). Um levantamento
realizado a partir de 43 estudos, por SCHAR (2013), sobre a epidemiologia da
estrongiloidiase, mostrou que o Brasil em relacdo a comunidade infectada (paises
que possuiam dados epidemiolégicos), representa um numero de 11% - 20%,
enquanto que prevaléncia de S. stercoralis em refugiados e imigrantes do pais é de
31% - 70%.

Os dados elevados de prevaléncia parasitaria, mesmo que subestimados,
reforcam a importancia dos mesmos na saude publica uma vez que as infec¢des
ocasionadas em decorréncia do parasitismo sejam de forma isolada ou quando o

paciente apresenta poliparasitismo ou mesmo outras infeccdes concomitantes,
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assume carater grave especialmente em pacientes com quadro de
imunossupressdao onde o diagndstico incorreto ou tardio, impede o tratamento
adequado e estes, evoluem para o 6bito (COSTA et al., 2003; MEJIA; NUTMAN,
2012).

A importante relacdo dos parasitos com 0s quadros de
imunocomprometimento tem sido demonstrada por diversos autores, Assefa et al.,
(2009) analisando 378 amostras de fezes de pacientes com HIV-AIDS na Etidpia
demonstraram que entre os helmintos, A. Ilumbricoides, nesses pacientes,
apresentou maior positividade (12,4%) seguida de 7,4% de positividade para S.
stercoralis. Em individuos imunocomprometidos a ocorréncia da estrongiloidiase no
Brasil no periodo de 1990 a 2009 foi de 11,8% quando utlizando métodos
parasitologicos e de 19,5% por métodos imunologicos. Os autores relatam que a
ocorréncia da infeccdo aumenta com a idade e esta diretamente relacionada com
fatores e condi¢des epidemioldgicas da populacdo. No entanto, diversos aspectos
epidemiolégicos da estrongiloidiase ainda sdo desconhecidos principalmente a
associacdo com outras parasitoses com a presente infeccdo (PAULA; COSTA-
CRUZ, 2011; LUVIRA et al., 2016).

A alta incidéncia de S. stercoralis e principalmente de estrongiloidiase grave
quando nao ocorrem o0 diagnostico e intervencdo terapéutica precoces em
pacientes imunocomprometidos, tem gerado atencdo maior para essa parasitose
tanto para a pesquisa como também pela insercdo desta em programas de controle
e de vigilancia epidemiolégica associada ao Ministério da Saude ja que é
considerado um problema de saude publica, principalmente nos udltimos anos
(PAULA; COSTA-CRUZ, 2011), onde apesar dos avancos cientifico-tecnologicos
visando melhorias no tratamento e prevengdo nesse ambito, a estrongiloidiase é
considerada ainda uma doenca parasitaria de grande importancia na saude publica
no Brasil devido a abrangéncia e endemicidade e principalmente, por assumir
carater grave, por vezes fatal, em individuos imunocomprometidos (KASSALIK;
MONDEMULLER, 2011; MEJIA; NUTMAN, 2012; PUTHIYAKUNNON et al., 2014;
LUVIRA et al., 2016).
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1.3. Imunopatogenicidade da estrongiloidiase

Os individuos infectados por S. stercoralis sdo assintomaticos em 50% dos
casos, enquanto que os outros podem apresentar desconfortos intestinais. A
presenca de ovos, larvas e parasitos adultos na mucosa do intestino delgado
resultam em reacao inflamatoria, o que pode ocasionar a sindrome de méa absorcéo
e consequentemente, diarreia crénica com perda proteica, dor abdominal,
hemorragia com desenvolvimento de quadros de hipoalbuminemia e anemias
(GROVE, 1996; BOULWARE et al., 2007; FARDET et al., 2007).

Nos sintomas mais graves, onde a carga parasitaria € maior, a enterite é
ulcerativa, resultante de uma inflamacdo com eosinofilia intensa e infeccdes
secundérias associadas (pela invasdo bacteriana) presentes nas ulceracdes que,
durante a evolucado, serdo substituidas por tecido fibrético, levando a rigidez da
mucosa intestinal. Observam-se ainda, diarreia persistente, nauseas e vOmitos,
sindromes disentéricas esteatorreicas, seguidas de desidratacdo e ocasionalmente,
pode levar ao choque hipovolémico, se associado a vOmitos, emagrecimento e
acentuado comprometimento do estado geral do doente, muitas vezes fatal
(FERREIRA; COSTA-CRUZ, 2003; TOLEDO; MUNOZ-ANTOLI; ESTEBAN, 2015;
PAGE; SPEARE, 2016).

Os sintomas pulmonares apresentam intensidade variavel, estando presentes
em todos os individuos infectados, caracterizando-se por tosse com ou sem
expectoracdo, dispneia, crises asmaticas pela presenca das larvas filarioides e
ocasionalmente de fémeas, podendo atingir a maturidade liberando larvas
rabditoides. A migracdo e a muda das larvas filarioides podem provocar
rompimento dos capilares dos alvéolos causando hemorragias e infiltrado
inflamatorio, constituido de linfécitos e eosindfilos e podem ser limitados ou em
casos mais graves, provocar a Sindrome de Loffler, edema pulmonar e
insuficiéncia respiratéria (PIRES; DREYER, 1993; COSTA-CRUZ, 2005; 2016).

As manifestacfes extra intestinais promovem quadros graves, potencialmente
fatais em individuos imunocomprometidos seja pelo quadro de desnutricdo,
corticoterapia (acelerando a diferenciacdo das larvas rabditoides em filarioides),

agentes citostaticos, uso de raios X, leucemias, linfomas, insuficiéncia renal
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crdnica, neoplasias, diabetes, IlUpus eritematoso sistémico, pela Sindrome da
Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA) ou presenca do HIV/HTLV-1 (DEVAULT et al.,
1990; FERREIRA et al., 1999; KEISER; NUTMAN, 2004, MENDONCA et al. 2006,
MACHADO et al. 2007; GUILLAMET et al.,, 2017). Esses quadros graves sao
capazes de levar a uma hiperinfeccdo, como consequéncia da exacerbacdo do
ciclo de autoinfec¢do as larvas atingem os pulmdes, ou ainda a estrongiloidiase
disseminada, alcancando o organismo como um todo, como 0 sistema nervoso,
rins e figado, condicGes essas que apresentam elevada taxa de mortalidade, por
serem dificeis de serem reconhecidas (DE BONA; BASSO, 2008; PAULA; COSTA-
CRUZ, 2011).

A resposta imune do hospedeiro ao S. stercoralis € um fator importante no
controle da disseminacdo da doenca, em decorréncia da complexidade da
interacdo parasito-hospedeiro e a capacidade do parasito induzir diferentes formas
clinicas de infeccdo no homem, porém pouco se sabe sobre quais sdo 0s
mecanismos que este parasito utiliza para escapar da resposta imune do
hospedeiro tanto na estrongiloidiase humana quanto em modelos experimentais
(NEGRAO-CORREA, 2001; IRIEMENAM et al., 2010; McDONALD; MOORE,
2017).

A figura 2 mostra essa modulagédo para uma resposta anti-inflamatdria com
perfil Th2 ocasionada pelo parasito. Esse tipo de resposta envolve a producdo de
citocinas como a linfopoietina estromal timica (TSLP) produzida na mucosa do
intestino em resposta aos receptores TLR, que sé&o capazes de inibir a producéo de
citocinas pro-inflamatérias como a IL-12. As células T reguladoras também sé&o
essenciais para a sobrevida do parasito, pois permite o estabelecimento da
infecc@o cronica. Outra célula que participa dessa resposta, porém pouco citada,
sdo os basofilos, eles sdo ativados por IgE e possuem a funcédo de secretar IL-4,
que por sua vez é, capaz de ativar os macrofagos alternativos (M2) (MAIZELS
et.al.,, 2009). Os macrofagos M2, também denominados de alternativamente
ativados, sao caracterizados por sua capacidade de secretar citocinas anti-
inflamatérias e imunossupressoras como IL-3, IL-4, IL- 10 e TGF-f
(GINDERACHTER et al., 2006; REZENDE et al., 2007). Além disso, a polarizacéo
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para Th3 foi previamente associada a tolerancia oral, estimulando a producéo de
IgA, durante infecgao cronica por helmintos (WEINER 1997; DOETZE et al., 2000).
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Figura 2. Interagdes celulares na resposta imune para helmintos. Antigenos derivados de
helmintos podem ser drenados diretamente para os 6rgaos linfoides secundarios, ou interagir com
células no local da infeccéo, incluindo células dendriticas (DC) (1) ou células epiteliais (2). Muitos
antigenos de helmintos séo capazes de inibir a producao de citocinas pré-inflamatérias por DCs (3),
e desencadear a producdo de citocinas, tais como linfopoietina do estroma do timo (TSLP) de
células epiteliais, o que inibe a producéo de IL-12 por DCs. DCs que transportam antigenos ativam
as células Th naive (4), que se proliferam e se diferenciam em células Th2 precursoras (5). As
células pTh2 podem tornar-se, em seguida, as células Th2 (6) ou células T auxiliares foliculares
(TFH) (7). As células Th2 liberam vérias citocinas, incluindo IL-5, que conduz a eosinofilia (8), e IL-
4/-13, que estimulam macrofagos alternativamente ativados (AAMs) (9). AAM, por sua vez
produzem moléculas como arginase-1 e YM-1 (proteina expressa em células mieloides de
camundongos), que minimizam as respostas Th2. Tfh produzem IL-4 e proporcionam ajuda as
células B para a producao de IgG1 e IgE (10). Durante a resposta precoce de infec¢des helminticas,
MHC de classe Il que s&@o expressas em basofilos (11) introduzidas nos 6érgéos linfoides
secundarios, podem ajudar a polarizar a resposta Th2. IgE pode ativar basofilos (12), que por sua
vez produzem citocinas que ativam macrofagos alternativos. As infec¢des por helmintos, também
podem promover o desenvolvimento da resposta de células T reguladores (13) (Adaptado de
MAIZELS et.al., 2009).

No homem, tanto a infec¢do na forma assintomatica como na sintomatica com
a presenca de sintomas leves, tem sido demonstrado aumento nos niveis de
anticorpos das classes IgA, IgM, IgG, IgG1, IgG4 e IgE especificos (GENTA, 1989;
ATKINS et al., 1997; HIRATA et al., 2006; RODRIGUES et al., 2007; BOSQUI et
al., 2015). A hipersensibilidade mediada pela IgE antigeno especifica € a mais
rapida resposta imune efetora contra os parasitos e inicia-se quando 0os mastocitos

ja sensibilizados, liberam os mediadores pré-formados estocados em granulos
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intracitoplasméticos que incluem a histamina, heparina, proteases e fatores
quimiotaticos para eosindfilos e neutréfilos (GALIOTO et al., 2006).

A eosinofilia é causa comum nas infeccbes parasitarias, principalmente nas
infeccbes por helmintos que invadem os tecidos durante a fase larvaria do
desenvolvimento. Entre os nematdides intestinais, ancilostomideos e Strongyloides
sdo os que apresentam eosinofilia mais elevada (MEEUSEN; BALIC, 2000). Os
eosindfilos sdo capazes de eliminar os parasitos através da liberacdo de
substancias como proteinas toxicas, bem como radicais livres, que podem destruir
0 parasito, mas também produzirem les@es teciduais nas reacdes alérgicas (ORTIZ
et al, 2000). Os eosindfilos produzem algumas moléculas como as
prostaglandinas, leucotrienos e citocinas, que amplificam a resposta imune
inflamatoria, recrutam e ativam mais eosinofilos e outros leucocitos. Essas
moléculas agem na superficie do parasito, e através da citotoxidade celular
dependente de anticorpo, facilitando o processo de desgranulacdo (KEREPESI et
al., 2007).

A autoinfeccdo e a continua migracao da larva filarioide pelos tecidos resultam
em incessante exposicdo sistémica aos antigenos parasitarios, acarretando o
aumento da resposta promovida por 1gG4 que modula as reacfes alérgicas
mediadas por IgE por meio da competicdo ou inibicdo de sua ligacdo as células,
principalmente mastocitos (MACDONALD et al., 2002; COSTA-CRUZ, 2005; 2016).
Assim, a estrongiloidiase cronica pode ser resultado da diminuicdo das respostas
de hipersensibilidade (IggE mediadas) para a persistente autoinfeccdo, com
consequente reducdo dos efeitos imunopatoldgicos da anafilaxia constante
(ATKINS et al.,, 1997). No entanto, nos casos de doenca disseminada e de
imunossupressao, os niveis de IgE podem estar normais (MARCOS et al., 2008).

As subclasses de IgG podem exercer efeitos diferentes sobre a resposta
alérgica. Os niveis basais de IgG1, sédo preditivos para uma resposta mais tardia
apos uma estimulacdo com um alérgeno. Diferentemente da subclasse 1gG4 a qual
tem se atribuido uma atividade protetora, atuando como um fator inibitério da
reacao de hipersensibilidade mediada por IgE (MORI et al., 2001). Os anticorpos

IgG sdo os mais frequentes detectados no soro, pois permanecem por um longo
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tempo, apos a cura terapéutica. (COSTA-CRUZ, 2011; LEVENHAGEN; COSTA-
CRUZ, 2014).

A descricdo da Imunoglobulina A (IgA) sérica e suas propriedades por
Heremans; Heremans e Schultze (1959), foi o ponto inicial para estudos de varios
autores nas respostas desse anticorpo as parasitoses (BRANDTZEG, 1973,
DELACROIX et al., 1982; MESTECKY; McGHEE, 1987; CONLEY; DELACROIX,
1987). IgA sérica representa 10% a 15% do total de imunoglobulinas circulantes. A
maioria das IgA sérica circulante (80-90%) é produzida na medula Ossea e
pertence a subclasse de IgAl, enquanto no trato intestinal predomina a subclasse
dimérica IgA2 sintetizada principalmente em sitios da mucosa. A vida média da IgA
sérica é de trés a seis dias. Em relacdo ao catabolismo da imunoglobulina A, é
relativamente rapido comparado a IgG, e isso pode resultar em baixos niveis
séricos de IgA (WOOF; KERR, 2006; KADAOUI; CORTHESY, 2007; BENCKERT
et al., 2011).

A IgA exibe quatro propriedades que facilitam a sua funcdo nas superficies
das mucosas. A polimerizacao e a interacdo com o componente secretor (SC), uma
proteina produzida pelas células epiteliais que atua como receptor de transporte
para IgA e torna-se parte integrante da molécula IgA secretada (SANDERSON,;
WALKER, 1999). Uma vez que a IgA tenha sido segregada pelas células
plasmaticas da mucosa, ela se liga ao receptor de imunoglobulina polimérica
(plgR), o qual ira transporta-la para o interior de vesiculas através de células
epiteliais do intestino delgado, para a superficie luminal, onde o receptor € liberado
por clivagem proteolitica do plgR, deixando uma quantidade do fragmento da
proteina de transporte (chamado componente secretor) ligado e outra parte livre
(Figura 3) (BRANDTZAEG, 1973; BRANDTZAEG, 1974; BLAISE, 2013). A IgA é
dimerizada por um componente J, que liga as cadeias pesadas de duas moléculas
de IgA. O transporte de IgA tem funcao util, podendo ser disseminada através da
mucosa intestinal, permitindo a migracdo para diferentes tecidos linfoides
associados a mucosas (BRANDTZAEG, 2003).

Outra propriedade trata-se da resisténcia a protedlise, a interacdo da

molécula IgA com o CS para formar IgA secretora, torna a molécula menos
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susceptivel a digestdo proteolitica no ambiente intestinal rico em proteinase. Além
disso, podem apresentar propriedades anti-inflamatérias, bem como inflamatérias.
As propriedades anti-inflamatérias consistem na porcdo Fc da IgA, que
diferentemente de IgM ou IgG, ndo reage com componentes da via classica ou da
via alternativa do complemento, exceto, possivelmente, quando IgA esta altamente
polarizada ou encontra-se na forma de imunocomplexo, mesmo assim, ela ndo se
liga ao C3b, portanto, ndo recruta células inflamatérias nem mediadores. A ligacéo
de IgA a neutrdfilos e outras células fagociticas através do dominio Fc resulta em
inibicdo das func¢des fagociticas e liticas dessas células. O conjunto Fc/CS da IgA
interfere na fixacdo de microrganismos as células epiteliais, aprisionando-os na
camada de muco, impedindo assim, a colonizacdo dos patdgenos sem induzir
inflamacdo. Em contrapartida, IgA pode e tem capacidade de mediar efeitos
inflamatorios em determinadas circunstancias, como é o caso do contato com
particulas recobertas por IgA, levando a opsonizacao e ativacdo fagocitica através
do receptor Fc (MESTECKY; McGHEE, 1987; SANDERSON; WALKER, 1999; DE
CARVALHO et al., 2013).

A Imunoglobulina A dimérica € o segundo anticorpo mais presente no soro e
representa a classe mais proeminente nas mucosas e suas secrec¢des, podendo
estar presente no leite materno, suor, lagrimas, fluido cerebrospinal, suco gastrico,
muco e liquido peritoneal (BENCKERT et al., 2011). O fato do ciclo biolégico de S.
stercoralis apresentar o envolvimento de mucosas pulmonar e intestinal, possibilita
ao hospedeiro elaborar resposta local e sistémica mediada por IgA (ATKINS et al.,
1999; GONCALVES et al., 2012a).

A descoberta de que, a IgA é a classe predominante nas secrecfes
intestinais, contribuiu para avangos no campo da imunologia de mucosa, iSso pode
ser explicado devido a maior quantidade de linfocitos B ativados, cerca de 80%,
estarem presentes na mucosa intestinal, tornando o intestino o maior 6rgao
produtor de anticorpos no organismo (CHODIRKER; TOMASI, 1963; BENCKERT
et al., 2011).

Além da IgA, outras imunoglobulinas podem ser produzidas na mucosa,

como é o caso da IgM, que também pode ser transportada através das células
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epiteliais pelo mecanismo do CS, em geral, serve como substituto adequado da IgA
em individuos com deficiéncia seletiva de IgA. Por outro lado, a sintese de IgG é
muito baixa na maioria das areas da mucosa, e esta imunoglobulina ndo pode ser
transportada através do epitélio. A IgE também pode ser sintetizada nos tecidos da
mucosa, particularmente durante infeccdes parasitarias ou em certos estados
alérgicos, entretanto, as células B produtoras de IgE n&o se localizam
preferencialmente na mucosa, e a proporcdo de células B presentes na mucosa
que sintetizam IgE é pequena (McINTYRE; STROBER, 1999).

Diante disso, IgA secretoéria é dentre as imunoglobulinas, a mais presente na
mucosa do trato respiratério saudavel, além de ser importante na defesa intestinal,
sendo capaz de promover fagocitose, através da ligacdo nos receptores expressos
na superficie de eosindfilos, neutréfilos e mondcitos/macrofagos, neutraliza virus
em células epiteliais e ativa a via alternativa do sistema complemento (Figura 3)
(MONTEIRO; VAN DE WINKEL, 2003; BLAISE, 2013).

N-glycans SC
Additional
N-glycans
2 (SigA2)

e * @
%} u 3 ———— Additional
P E g O-glycans

2y (SigA1)

Epithelial cell

F(ab')2 Fc

pigA

Figura 3. Secrecdo e componentes da IgA: (A) Caminho que conduz & liberagdo de IgA secretora
(SlgA) nas secrecdes de mucosas. (B) Componentes da IgA: cadeias leves e pesadas, componente
J, componente secretor (BLAISE, 2013).

Anticorpos IgA especificos para Strongyloides foram previamente detectados
em amostras de soro e principalmente nos fluidos de mucosa, como leite materno e
saliva, utlizando preparacbes de larvas homologas ou heterélogas em
imunoensaios (ATKINS et al., 1999; GONZAGA et al., 2011; MOTA-FERREIRA et
al., 2009; RIBEIRO et al., 2010).



© 00 N o o B~ W DN P

W oW N RNRNRNRNNRNRNRNNRNDNRR R R B R B B R
P O © ® N o U0 & W N P O © 0 N o o h W N B O

26

As células B produtoras de IgA sdo capazes de estabelecer residéncia no
tecido mamario em lactacdo ap6s a secrecdo de determinados horménios
gestacionais. A concentracdo de IgA nas secrec6es mamarias iniciais (colostro) é
extremamente alta, podendo ultrapassar a quantidade de 50 mg/mL, além da IgA
outros componentes sollveis em seu conjunto atuam na defesa do hospedeiro no
intestino do recém-nascido (BUTLER, 1999).

Estudos realizados em grupos de criancas com diferentes estagios de
desnutricdo demonstraram que a deficiéncia nutricional em criangas infectadas com
A. lumbricoides e T. trichiura podem interferir e estar diretamente relacionado com
as baixas concentra¢des de IgA secretora. A medida que aumenta a intensidade da
carga parasitaria e a desnutricdo, os resultados demonstram que h& uma
diminuicdo de IgA secretora com aumento de IgE total, sugerindo que a
desnutricdo altera o mecanismo de defesa da IgA nas mucosas contra esses
helmintos e compromete a barreira intestinal contra a invasédo de patégenos (Elia
In: ELIA, C.C.S, 2001).

Guimardes e Sogayar (2002) avaliaram anticorpos séricos anti-Giardia
lamblia em criancas em areas endémicas, onde 68% dessas criancas
apresentaram anticorpos anti-G. lamblia, salientando a importancia da avaliagéo
imunoldgica principalmente em habitantes de areas contaminadas.

Rodrigues e col. (2009) demonstraram que as moléculas MHC de classe |l
sdo essenciais para a imunidade protetora, induzindo a producdo de anticorpos
como IgA nas mucosas, e levando ao mecanismo de eliminagdo de S.
venezuelensis em murinos. Esses resultados evidenciam o importante papel da IgA
em casos de estrongiloidiase, tornando-a uma ferramenta importante no
imunodiagnastico.

O papel da resposta humoral na estrongiloidiase crbnica, na deteccdo de
diferentes imunoglobulinas aos antigenos de larvas filarioides de S. stercoralis, foi
examinado em ex-prisioneiros de guerra, infectados cronicamente ha 30 anos.
Assim, foi postulado que a respostas mediadas por IgA, inibem a fecundidade do
verme e a viabilidades dos ovos na estrongiloidiase humana, enquanto as

respostas mediadas por IgE estdo envolvidas na regulacdo da autoinfeccao das



© 00 N o o B~ W DN P

T =
= O

el
w N

14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30

27

larvas e que IgG4 bloqueia respostas alérgicas mediadas por IgE (ATKINS et.al,
1999; COSTA-CRUZ, 2016).

IgA produzidas localmente nas mucosas sao importantes na defesa contra S.
stercoralis. A deficiéncia de IgA pode ter implicacdes clinicas em termos de uma
lenta recuperacdo incompleta e infeccdo disseminada causada pelo helminto
(WENMAN, 1987; SINGH et al., 2014). Além de promover o entendimento da
resposta imune humoral desencadeada por S. stercoralis, a pesquisa de anticorpos
principalmente das classes IgM, IgA e IgG, € importante também para o diagnostico
complementar da estrongiloidiase (COSTA-CRUZ, 2016).

1.4. Diagnostico da estrongiloidiase

1.4.1. Diagnostico parasitolégico

O diagnéstico da estrongiloidiase é confirmado pelo encontro das formas
parasitarias de S. stercoralis. As larvas sdo usualmente visualizadas nas fezes,
podendo ser vistas no fluido duodenal e ocasionalmente, em outros tecidos ou
fluidos de pessoas infectadas. No entanto, na grande maioria dos individuos, o
parasito € encontrado em numero reduzido, devido a baixa e irregular eliminacéo
das larvas nas fezes. Desta forma as técnicas de rotina para 0 exame
coproparasitolégico como Hoffmann, Pons e Janer (1934), Ritchie (1948) e Faust
(1939), ndo sao adequados para a deteccdo do mesmo. Os métodos
parasitologicos de Baermann (1917), modificado por Moraes (1948) e de Rugai,
Mattos e Brisola (1954) séo indicados, pois se baseiam no hidro e termotropismo
das larvas. Ainda assim, sdo necessarias varias amostras de fezes colhidas em
dias alternados (SIDDIQUI; BERK, 2001; FELICIANO et al., 2010).

S&o descritos também os métodos de cultura, utilizados com a finalidade de
diferenciar as larvas e tornar possivel sua identificacdo, embora seja tecnicamente
dificil pelo risco de infeccdo durante a manipulacdo das larvas infectantes e pela
demora na obtencdo dos resultados (KOGA et al., 1991; STEINMANN, 2007; INES
et al., 2013).
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Em pacientes com estrongiloidiase grave, o exame da secre¢do do lavado
brénquico ou bidpsia da pele pode ser o método diagndstico mais provavel, porém
na maioria das vezes o diagnostico é realizado post-mortem (LEUNG; LIEW;
SUNG, 1997). Ha relatos de estrongiloidiase severa confirmada por métodos nao
usuais de diagnostico, como bidopsia do sistema digestério, exame do fluido
alveolar, analise da secrecao respiratéria por microscopia fluorescente, sangue
periférico e fluido cerebroespinhal (ONUIGBO; IBEACHUM, 1991; TAKAYANAGUI
et al., 1995; NOMURA; REKRUT, 1996; DOORN et al., 2007).

O hemograma permite a visualizacdo das variacbes hematolégicas que
ocorrem nas doencas parasitarias, como anemia e eosinofilia. Os eosindfilos
compreendem 2 a 4% dos leucdcitos em individuos ndo alérgicos, observa-se um
aumento na taxa de eosinofilos de até 82% na fase aguda da doenca, no entanto
diminui na fase crénica 8 a 15%, desaparecendo nos casos de evolucdo grave ou
fatal (TRAJMAN; MacDONALD; ELIA, 1997; ONAH; NAWA, 2000; LOUFTY et al.,
2002; BOULWARE et al., 2007).

1.4.2. Diagnostico imunolégico

Testes imunologicos tém sido Uteis na avaliagdo da resposta imune do
hospedeiro, nos casos de formas assintomaticas com a finalidade de
esclarecimento do diagnéstico clinico, e em inquéritos soro epidemiolégicos por
apresentarem elevada sensibilidade em relacdo aos métodos parasitolégicos
(FOGACA et al., 1990; LINDO et al., 1996; SUDRE et al., 2006; COSTA-CRUZ,
2005; 2016). O teste imunolégico mais usado, por apresentar elevada sensibilidade
e especificidade, é o enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) para pesquisa
de anticorpos especificos do parasito, usando como antigeno o extrato salino e
alcalino de larvas filarioides, homodlogas ou heterdlogas (GENTA, 1988; CONWAY
et al., 1993; LINDO et al., 1996; SATO; KOBAYASHI; SHIROMA, 1995; SCHAFFEL
et al., 2001, MERCADO et al., 2002; YORI et al.,, 2006; DOORN et al., 2007;
RODRIGUES et al., 2007).
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Com o intuito de auxiliar no diagnéstico precoce da estrongiloidiase, e devido
a dificuldade na obtencéo de antigenos homélogos de S. stercoralis, estudos sédo
realizados utilizando o extrato antigénico heterélogo no imunodiagnéstico da
estrongiloidiase humana, como por exemplo, 0 emprego do extrato alcalino de
larva S. venezuelensis, visto que, Machado e colaboradores (2003) afirmaram que
se trata de um extrato com alta sensibilidade e especificidade na deteccéo de IgG
especifica em soro humano através do teste de ELISA. Bosqui e colaboradores
(2015; 2018) também utilizando extrato alcalino, demonstraram a eficiéncia na
deteccao de anticorpos IgG, IgA e imunocomplexos IgG em amostras pareadas de
soro e saliva. Gongalves e colaboradores (2012b) demonstraram que extratos
alcalinos produzidos a partir de fémeas partenogenéticas, parasitas e ovos de S.
venezuelensis podem ser utilizados como ferramenta alternativa no
imunodiagndstico, embora o melhor extrato antigénico continue sendo o extrato
produzido a partir de larvas filarioides.

Feliciano e colaboradores (2010), comprovaram que purificando o extrato
bruto de S. venezuelensis com triton X-114, a fracdo detergente do extrato salino
demonstrou alta especificidade, indicando fonte de peptideos especificos para o
diagnéstico sorolégico humano. Ribeiro e colaboradores (2010) utilizando extrato
salino total de S. venzuelensis e fase detergente, relataram pela primeira vez, a
deteccdo de anticorpos IgA e IgG em amostras pareadas de soro e saliva na
estrongiloidiase humana, onde a fase detergente se mostrou mais eficiente,
podendo ser uma alternativa na detec¢ao de antigenos nessas amostras.

A reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) também pode ser realizada
utilizando antigenos de larvas filarioides para deteccdo de diferentes classes de
imunoglobulinas, tanto no soro quanto na saliva (GROVE; BLAIR, 1981; ROSSI et
al., 1993; COSTA-CRUZ et al., 1997; MACHADO et al., 2007; COSTA et al., 2003,
BOSCOLO et al. 2007).

A técnica Dot-ELISA € amplamente aceita como um teste rapido e versétil
para a deteccdo de diferentes doencas parasitarias (PAPAS, 1988; SANTOS et al.,
2000; SAMPAIO et al., 2015). Além disso, técnica é facil de executar e interpretar,

utiliza reagente conservativo que é eficiente e portatil no campo e pode ser usado
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para testes de grande volume ou para um pequeno numero de determinacdes
(BLANCO et al., 2009).

Outro teste utilizado para o diagnostico da estrongiloidiase € Western blotting
ou Immunoblotting por ser uma técnica altamente sensivel e especifica no
reconhecimento de fracdes proteicas da larva filarioide de S. stercoralis ou
heter6logas (SATO, 1990; ATKINS et al., 1999; UPARANUKRAW,; PHONSGRI;
MARAKOTE, 1999; SILVA et al., 2003; RODRIGUES et al., 2004, SUDRE et al.,
2007).

Diante desses dados, observamos avancos nas pesquisas envolvendo
anticorpos no diagnostico da estrongiloidiase utilizando extratos heterélogos e
também amostras biologicas diversificadas como, por exemplo, a saliva, podendo
estes, serem complementados por testes mais sensiveis com o auxilio da biologia

molecular como ferramenta diagndstica.

1.4.3. Utilizacdo da saliva como ferramenta alternativa no diagnoéstico da

estrongiloidiase

Nos ultimos anos, houve aumento gradativo no numero de pesquisas
utilizando anticorpos salivares especificos em doencas infecciosas, bem como para
pesquisa de biomarcadores na epidemiologia e toxicologia (RIBEIRO et al., 2010;
BOSQUI et al., 2015; 2017). A quantificacdo de anticorpos em amostras de saliva
tem sido realizada para diferentes protozoéarios (LOYOLA et al., 1997; PINHO et al.,
1999) e helmintos (BUENO et al., 2000; COSTA et al., 2003; Costa-Cruz: IN
NEVES et al., 2005; RIBEIRO et al., 2010; SHARIATI et al., 2010; BOSQUI et al.,
2015).

A saliva é caracterizada por uma secre¢do basal continua, podendo chegar
a um volume total de um a dois litros por dia em um homem adulto, e tem por
funcdo umedecer e proteger a mucosa oral, além de aumentar a demanda sobre as
glandulas salivares principalmente durante a alimentacdo. Essas variages de fluxo
envolvem ndo so6 o volume da saliva, como também os seus constituintes organicos

e inorganicos. Aléem de conter ar, que lhe da o aspecto espumoso, a saliva tem
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como principais componentes quimicos a 4gua, amilase salivar, nitrogénio, enxofre,
potassio, sddio, cloro, célcio, magnésio, acido arico e &cido citrico (KAUFMAN;
IRA; LAMSTER, 2002). Além disso, a saliva possui ha sua composicdo proteinas
estruturais como mucinas, estaterina, aglutininas, lactoferrina, gustina e sialina que
sao capazes de auxiliar na formacao de corpusculos gustativos e aumentar o pH, e
as proteinas enzimaticas como amilase, fosfatase acida, esterase, lisozima,
peroxidase, anidrase carbonica e calicreina que atuam principalmente na secrecéo
salivar, bem como os componentes imunoldgicas tais como imunoglobulinas e
imunoglobulinas secretoras (slgA/sigM) (KAUFMAN; IRA; LAMSTER, 2002;
MAMTA et al., 2013).

A elevada quantidade de IgA (3g/dia) em seres humanos pode ser explicada
pela necessidade de uma resposta imunolégica presente nas superficies de
mucosa, por onde a maioria dos patégenos adentram o organismo, sendo exposto
a um enorme desafio antigénico (WHITMAN et al, 1998). As glandulas
submandibulares contém o dobro de IgA quando comparado com a glandula
parétida, devido a sua exposicdo primaria ao patégeno, e cerca de 77% de IgA
monomeérica presente na saliva é derivada do soro e ndo de células plasmaticas
glandulares. Ja maioria das imunoglobulinas IgG presente na saliva, advém da
circulacdo sanguinea por difusdo passiva, principalmente atraves do epitélio
gengival, embora uma pequena quantidade possa ser produzida localmente pelas
glandulas salivares (BRANDTZAEG, 2013).

Alguns individuos apresentam o fluxo salivar reduzido, levando a um quadro
de xerostomia, sintoma relacionado a falta de saliva. A xerostomia pode ocorrer por
conta de medicamentos como a atropina, medicamentos anorexigenos,
radioterapia da cabeca e pescoco, deficiéncia de vitaminas do complexo B,
pacientes diabéticos, menopausa, ansiedade, alcool e a cafeina, e nos idosos a
saliva € mais viscosa e em menor quantidade, causando-lhes uma halitose
caracteristica (PALAMIN, 1999).

As vantagens das pesquisas realizadas em amostras de saliva sdo maior
aceitabilidade, pois trata-se de coletas ndo invasivas e sem dor, maior proveito

(baixo custo e colheita rapida) e oferece menor risco de contaminacdo ao
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manipulador (SMITH; BOWEN, 2000; SANCHEZ-MARTIN et al., 2001; COSTA et
al., 2003; RIBEIRO et al., 2010; BOSQUI et al., 2015).

1.4.4. Diagndstico molecular

A biologia molecular também pode ser uma ferramenta diagndstica indicada
na estrongiloidiase, para tal tem-se o antigeno recombinante de larva filarioide
purificado em reacdo imunoenzimatica (RAVI et al., 2002) e a partir disso, foi
padronizado a reacdo em cadeia da polimerase convencional (cPCR) e cadeia de
polimerase em tempo real (QPCR) para deteccdo de DNA de S. stercoralis em
material fecal humano (VERWEIJ et al., 2009; KRAMME et al., 2011).

O diagnéstico baseado em gPCR tem sido aplicado com mais frequéncia,
demonstrando alta sensibilidade e especificidade, sendo de extrema importancia na
reducdo do tempo de deteccdo de anticorpos e também aumentar o sucesso da
deteccdo de DNA dos parasitos (GOMEZ-JUNYENT et al., 2016).

As técnicas de isolamento de DNA de amostras fecais frescas séo viaveis,
realistas e aplicaveis na maioria dos paises endémicos e sdo cada vez mais
usadas para o diagnostico de infeccbes parasitarias, pois adicionam alta
sensibilidade e especificidade (MARRA et al., 2010; VERWEIJ; STENSVOLD,
2014; REPETTO et al., 2016).

Como a detecgcdo de DNA torna-se cada vez mais utilizada para o diagnéstico
de infeccbes por parasitas, este método tem potencial para ultrapassar 0s
problemas enfrentados no diagndstico da estrongiloidiase humana (ten HOVE et
al., 2009). Apesar de ainda nao ter sido descrita uma sequéncia ideal para o
diagnéstico molecular da estrongiloidiase, diversos trabalhos estdo sendo
realizados para se determinar sequéncias de genes desse parasito (PUTLAND et
al., 1993; DORRIS; BLAXTER, 2000; MARCILLA et al., 2012). A literatura descreve
0s primers espécie-especifica e género como marcadores importantes para o
diagnéstico molecular da estrongiloidiase (REPETTO et al., 2016; BOSQUI et al.,
2018; PAULA et al, 2018) e estes podem ser utilizados como ferramentas
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alternativas para o rastreamento de S. stercoralis em amostras de fezes humanas,
especialmente em areas tropicais.

A deteccdo do DNA do parasito em amostras fecais através da amplificacao
por reacdo de polimerase em cadeia tem-se mostrado um método diagnostico
sensivel e especifico para deteccdo de S. stercoralis (VERWEIJ et al., 2009;
KRAMME et al., 2011; SITTA et al., 2014, BOSQUI et al., 2018; PAULA et al.,
2018). Técnicas como PCR multiplex ou nested-PCR, utilizando regides do DNA
ribossomal, também apresentaram resultados satisfatorios para deteccdo deste
helminto em amostras fecais (NILFOROUSHAN et al., 2007; ten HOVE et al., 2009;
BASUNI et al., 2011). Atualmente, a qPCR é o método molecular mais explorado,
devido a sua maior sensibilidade em relacdo ao cPCR (sensibilidade de 76,7%;
especificidade de 84,3%) (PAULA et al.,, 2015), contudo, apresentam maiores
custos com padrbes. Sharifdini e colaboradores (2015) encontraram maior
sensibilidade para nested-PCR (sensibilidade de 100%, especificidade de 91,6%)
em comparacédo com gPCR (sensibilidade de 84,7%, especificidade de 95,8%), o
qual pode ser uma alternativa possivel e com menor custo.

A otimizacdo do diagndstico de S. stercoralis € uma etapa crucial na luta
contra a estrongiloidiase humana. Os laboratérios de diagndsticos vém cada vez
mais inovando com o uso de técnicas moleculares, visando aumentar a eficiéncia e
a velocidade dos resultados, uma vez que, as vantagens da técnica de PCR sobre
a sorologia incluem alta especificidade e reducéo da reatividade cruzada com
outros patégenos nas fezes (BUONFRATE et al., 2015; DONG et al., 2016).

Os testes parasitoldgicos especificos para a deteccdo de S. stercoralis, ndo
apresentam a sensibilidade adequada e dependem também de varidveis como
capacidade técnica, utilizacdo correta dos métodos de deteccdo, tempo de
realizacdo entre outros fatores, para que resultados falso-negativos sejam evitados.
Nesse sentido, a utilizacdo de testes mais sensiveis e especificos como o0s
moleculares aplicados em fezes frescas e imunoldgicos utilizando amostras
convencionais como o soro, e alternativas como a saliva, contribuem efetivamente
no diagnéstico da estrongiloidiase além de ser considerada ferramenta importante

principalmente em casos onde a confirmacao precoce se faz necessaria.
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1.5. Etiopatogenia datuberculose e seus desafios

7

A tuberculose € uma doenca infectocontagiosa causada por uma bactéria
intracelular que afeta principalmente os pulmdes (FOCHESATTO; BARROS, 2013).

As micobactérias pertencem ao género Mycobacterium, familia
Mycobacteriaceae, sub-ordem Corynebacteriaceae, ordem Actinomycetales. No
humano a forma mais comum de infeccdo ocorre por Mycobacterium tuberculosis
ou Bacilo de Koch (BK). Outras espécies de micobactérias também podem causar
a tuberculose. Séo elas: M. bovis, M. africanum e M. microti (PROBST et al., 2011).

Mycobacterium tuberculosis € um bacilo reto ou ligeiramente curvo, imovel,
nao esporulado, ndo encapsulado, que mede de 1 a 10 um de comprimento por 0,2
a 0,6 um de largura, sendo a propriedade morfotintorial do &lcool-acido resisténcia
a mais importante. Sua parede é constituida principalmente por acidos micolicos,
formando uma barreira hidrofébica que confere resisténcia a dessecacdo, a
descoloragdo por alcool e &cido e a acdo de diversos agentes quimicos e
antibiéticos. Dificilmente podem ser corados pelo método de Gram, mas séo
considerados como Gram positivos pelas caracteristicas da sua parede celular.
Também apresentam um alto conteudo lipidico em sua parede celular, responsavel
por importantes efeitos bioldgicos, como a indu¢do da formacdo de granuloma
(CAMPOQOS, 2006).

A transmisséo da tuberculose é direta, de pessoa a pessoa, sendo, portanto,
a aglomeracao de pessoas o principal fator de transmissdo. Ma alimentacao, falta
de higiene, tabagismo, alcoolismo ou qualquer outro fator que gere baixa
resisténcia orgéanica, também favorece o estabelecimento da tuberculose (MELO et
al., 2009).

Alguns pacientes ndo exibem nenhum indicio da tuberculose, outros
apresentam sintomas semelhantes ao de uma gripe. Tosse seca e continua se
apresentando posteriormente com secrecdo e com duragdo de mais de quatro
semanas, sudorese noturna, cansaco excessivo, palidez, falta de apetite e
rouquiddo sédo os sintomas da doenca. Dificuldade na respiracdo, eliminacédo de
sangue e acumulo de pus na pleura pulmonar sdo caracteristicos em casos mais

graves (SILVA et al.,, 2011), onde a resposta imune tem papel fundamental na
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defesa, constituindo o principal impedimento para a ocorréncia das infecgoes
disseminadas, infeccbes essas, associadas ao elevado indice de mortalidade
(MACHADO et al., 2004).

A caracteristica principal de M. tuberculosis é a capacidade de sobreviver
dentro dos macrofagos. Apdés a fagocitose dos bacilos, inicia-se, dentro do
citoplasma do macrofago, um mecanismo de fusdo do fagossoma contendo o BK
com um lisossoma repleto de substancias lesivas visando a destruicdo do bacilo. O
fagolisossoma formado fica ligado ao bacilo por meio de receptores de
complemento e do receptor de manose, principalmente (Fig. 4). Ja dentro do
fagolisossoma, o ambiente se torna hostil para o BK, que sofre a a¢do do pH acido
e de intermediarios reativos de oxigénio (ROIs) e de nitrogénio (RNIs), de enzimas
lisossdbmicas, de peptideos téxicos e do interferon-gama (IFN-y). Aparentemente,
os RNIs sdo as armas mais potentes do macréfago contra as micobactérias
virulentas. Por outro lado, o BK é dotado de mecanismos para sobreviver a fusdo
dos fagolisossomas. A glicoproteina lipoarabinomanana (LAM) presente na
superficie do bacilo inibe a acdo de compostos intermediarios de formas reativas
do oxigénio e diminui a producdo de citocinas inflamatérias. Outra estratégia
utilizada pelo bacilo inclui inibicdo do processo de fuséo, inativacdo das enzimas
lisossdbmicas, modificacbes no fagolisossoma que facilitam a sobrevivéncia e
replicacdo do bacilo e a fuga para o citoplasma do macréfago (CAMPOS, 2006).

Dentro dos macréfagos essas bactérias podem estimular tanto as células
TCD4" através da expressdo de antigeno associado ao MHC classe Il, como
também células TCD8" através da expressao de antigenos associados a moléculas
do MHC classe I. A ativacéo de células TCD4" leva a secrecdo de IFN-y, que ativa
mais macrofagos levando a produgédo aumentada de oxido nitrico (NO) e destruicédo
da bactéria. As células TCD8" participam do mecanismo de defesa através da
citotoxicidade, destruindo os macrofagos infectados (ABBAS, 2008). Com a
chegada dos linfocitos T ao local da infeccdo, tem inicio a lesdo granulomatosa
caracteristica da tuberculose. O granuloma é formado por células gigantes,
derivadas dos macréfagos e por linfécitos T, que tentam conter a disseminacao do

BK. No centro do granuloma, observam-se células epitelidides e células gigantes
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de langerhans e, em seu envoltdrio, linfocitos TCD4® e CD8". Com o
desenvolvimento da imunidade celular, o centro do granuloma sofre um processo
de necrose de caseificacao, induzido pelo BK, através da estimulacéo da producéo
de TNF-a e LAM (CAMPOS, 2006; ETNA et al., 2014; SRIVASTAVA; ERNST,
2014).

A citocina TNF-a tem um papel central na formagéo do granuloma e, desde
a implicagédo do uso dos anti-TNF-a, uma maior taxa de incidéncia de tuberculose
foi relatada. Assim, todo paciente candidato ao uso de bloqueadores de TNF-a
deve ser avaliado quanto a tuberculose latente (RABAHI et al., 2017).

A interleucina-17 (IL-17), produzida principalmente por um subconjunto de
células pro-inflamatérias TCD4" conhecido como as células Thl7, tem sido
associado com a protecdo contra a tuberculose. Tem-se sugerido que essas
células ddao um importante contributo para a resposta imune anti-micobacteriana
humana, principalmente através da formagdo de um granuloma induzido pela
infeccdo (Figura 4) (KHADER et al., 2007; UMEMURA et al.,, 2007; KHADER;
COOPER, 2008; SCRIBA et al., 2008; YOSHIDA et al., 2010; ETNA et al., 2014;
MCALEER; KOLLS, 2014).
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Figura 4. Reconhecimento bacteriano. As células dendriticas (DC) maduras expressam em sua
superficie um nivel elevado de moléculas MHC classe | e classe I, que se ligam ao TCR presente
na membrana das células TCD4" e CD8", tanto as naives como as de memoria. Para otimizar a
iniciacdo de células TCD4" especificas de Ag, as DC residentes nos linfonodos apresentam o
antigeno da Mycobacterium tuberculosis como proteinas sollveis degradadas, que séo liberadas de
DC migratérias e mondécitos inflamatérios (A). Ao contrario da DC, os macréfagos ativados (M1)
estdo envolvidos principalmente na estimulagdo da memoria das células TCD4" e CD8" que
ocorrem no tecido infectado (B). A geracdo de subconjuntos especificos de linfécitos T depende
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fortemente do meio de citocinas produzido pela APC. Em particular, as DC possuem a capacidade
peculiar para produzir 1L-12, IL-23, IL-27 e IFN-B enquanto macréfagos os principais produtores de
outros mediadores pro-inflamatérios e reguladores, tais como TNF-a, IL-1, IL-6, IL-18, IL-10 e TGF-f
(ETNA et al., 2014).

No caso de M. tuberculosis, devido a imunidade protetora que impede sua
multiplicacéo, a eliminacdo completa do bacilo pode ndo ocorrer. Por essa razéo
individuos em uso de corticosteroides e portadores de HIV podem desenvolver
manifestacdes clinicas da tuberculose, mesmo infectados ha muito tempo e terem
persistido completamente assintomaticos (MACHADO et al., 2004; ETNA et al.,
2014).

1.5.1. Epidemiologia, diagnostico e tratamento da tuberculose

Dados epidemiologicos demonstram que um terco da populacdo mundial
esta infectada com M. tuberculosis e 10,4 milhdes de pessoas adoeceram de
tuberculose no mundo em 2016 e cerca de 1,3 milhdo de pessoas morreram em
decorréncia da doenga (WHO, 2017).

Os principais patdgenos globais, incluindo o Mycobacterium tuberculosis,
virus da imunodeficiéncia humana (HIV) e as espécies de Plasmodium spp. que
causam a malaria, podem se sobrepor na distribuicdo geografica em relacédo as

infec¢cdes concomitantes com helmintos (Figura 5).
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Figura 5. Mapa-mundi mostrando a distribuicdo geogréfica da coinfecgdo com helmintos juntamente
com tuberculose, malaria ou infeccéo por HIV em adultos (SALGAME et al., 2013).

Segundo Ministério da Saude (2018), os dados divulgados mostram que o
Brasil registrou 69.569 novos casos de tuberculose em 2017. A taxa de incidéncia
da doenca no pais ficou em 33,5 casos para cada 100 mil habitantes. Enquanto os
dados sobre o numero de mortes por tuberculose referentes a 2016 demonstram
um total de 4.426 indicando um coeficiente de mortalidade igual a 2,1 6bitos/100
mil habitantes. segundo o documento Global Tuberculosis Report (2016),
atualmente, o pais ocupa a 202 posicdo com maior carga de tuberculose.

No municipio de Londrina-PR, nos anos de 2001 a 2008 foram registradas
1418 notificacbes de pacientes com diagnoéstico de tuberculose. Dessas
notificagdes 1203 foram de residentes em Londrina e 215 de residentes de outros
municipios. Apenas 3,7% dos casos 0s pacientes estavam institucionalizados:
foram presidio 26 casos, seguido de hospital psiquiatrico dois casos e asilo um
caso. Dentre os agravos comumente associados a tuberculose verificou-se que a
AIDS e o alcoolismo foram os mais frequentes (JUNIOR, 2011).

De acordo com informacdes da Secretaria Municipal de Saude, em 2017
foram diagnosticados 136 casos de tuberculose em Londrina, com uma incidéncia
correspondente a 24,4 casos para cada 100 mil habitantes. Nesse contexto, ainda

houve um grande numero de casos com diagnéstico tardio e abandonos no
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tratamento, mesmo assim, esse numero poderia ser ainda maior, se o diagnostico
estivesse ao alcance de toda populacao.

O numero de casos em homens é o dobro daquele em mulheres.
Populacdes vulneraveis e vivendo em grandes cidades apresentam taxas de
incidéncia maiores do que a média da populacdo geral. A populacdo carceraria,
apresenta elevadas taxas, cerca de 25 vezes maiores que a populacao geral, os
portadores de HIV/AIDS, com taxas 30 vezes maiores, e individuos vivendo em
ruas, com taxas 67 vezes maiores (PILLER, 2012). Em 2017, no Brasil, 73,4% dos
casos novos de tuberculose foram testados para HIV, sendo que, 9,2%
apresentavam coinfeccdo (MINISTERIO DA SAUDE, 2018) Em Londrina,
levantamento realizado por Bosqui e colaboradores (2017), relataram o niamero de
casos de pacientes positivos para tuberculose em associacdo com HIV/AIDS, o
gual correspondeu a 32/37% dos casos analisados com idade entre 24 e 59 anos,
padrdo semelhante aos casos relatados na literatura, onde demais autores
identificaram que a faixa etaria predominante nos casos de tuberculose/HIV ocorre
em jovens adultos, compondo uma parcela significativa da populacéo
economicamente ativa (LEMOS et al., 2012; SANDGREN; HOLLO; VAN DER
WEREF, 2013).

Em 1981, o surgimento e a disseminacdo da AIDS mudaram o perfil
epidemiolégico da tuberculose, resultando no aumento da morbidade e da
mortalidade em todo o mundo. A tuberculose e o HIV tém uma interacdo sinérgica,
na qual cada um acentua a progressao do outro. A infec¢éo por HIV é o maior fator
de risco conhecido para o desenvolvimento de tuberculose ativa. Pessoas
infectadas por HIV tém alto risco de progredir para tuberculose ativa a partir de um
foco de infecgdo primaria, assim como a partir da reativagdo da tuberculose latente.
A infeccdo por HIV também aumenta o risco de subsequentes episoédios de
tuberculose por reinfeccdo exdégena (GARCIA et al., 2009).

O diagnéstico clinico da TB é baseado na histéria (contato com pacientes
com TB) e na avaliacdo dos sinais e sintomas apresentados pelo paciente. Ja os
achados laboratoriais, evidenciam niveis de glicose reduzidos, de proteinas altas,

densidade de mais de 1.015, dosagem de ADA (adenosina deaminase) elevada (>
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40 U/l) junto a outros dados laboratoriais que auxiliam na confirmacdo do
diagnostico. No pais, 71,4% dos casos novos de tuberculose em 2017 e 2018
realizaram diagnéstico por confirmacdo laboratorial. Para a melhoria do
diagnéstico, o Ministério da Saude promoveu a expansao da Rede de Teste Rapido
da Tuberculose, com a distribuicdo de 70 novos equipamentos para a realizacao do
Teste Rapido Molecular (Gene-Xpert), baseado na deteccdo de fragmentos de
DNA do bacilo em amostras de escarro (MINISTERIO DA SAUDE, 2018).

Também muito utilizado para o diagnostico sdo as radiografias baseando-se
principalmente no infiltrado apical e subapical frequentemente concomitante a
cavitacdo e auséncia de adenopatia hilar, além do achado do bacilo em secrec¢des
e fluidos orgénicos (p. ex., exame do escarro). No exame bacterioldgico realiza-se
a pesquisa direta de BACILO ALCOOL - ACIDO RESISTENTE (BAAR) em laminas
coradas pelo método Ziehl-Neelsen. A cultura do bacilo em meio de Léwenstein-
Jensen é o exame padrdo-ouro para o diagnoéstico (FOCHESATTO; BARROS,
2013).

O diagnodstico imunolégico € realizado com a prova tuberculinica, que
consiste em uma hipersensibilidade tipo IV ou tardia. E efetuada por meio da
inoculacdo intradérmica da protein purified derivated (PPD — componentes da
parede do M. tuberculosis) na regido anterior do antebraco esquerdo. Apos 48 a 72
horas é feita a medida da area de induracdo (FOCHESATTO; BARROS, 2013).
Apesar de sua importancia, o teste PPD nao tem 100% de sensibilidade ou
especificidade. Em média, 10 a 25% de pacientes com TB ativa ndo reagem ao
PPD (TEIXEIRA et al., 2007).

Levantamentos populacionais em areas com diferente risco de infeccéo por
M. tuberculosis demonstraram acentuadas diferencas entre as areas geograficas.
O teste do PPD tem sensibilidade diminuida em populacbes de pacientes
imunocomprometidos, pessoas recentemente infectadas e criangcas muito jovens. A
especificidade é baixa, pois o PPD contém diversos antigenos diferentes entre
espécies de micobactérias, como M. tuberculosis e M. bovis (BCG) (ANDERSEN et
al., 2000).
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A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e suas variagdes, como a nested-
PCR, tém sido destacadas nos Uultimos anos, como técnicas moleculares
promissoras para o diagnéstico rapido da TB (ASSIS et al., 2007; MACHADO et al.,
2018). Preconiza-se o diagnéstico molecular da tuberculose em analise conjunta
com varios parametros, como baciloscopia, cultura, manifestacdes clinicas, prova
terapéutica e histéria prévia de tuberculose. Em 2014, o Ministério da Saude
implantou no pais a Rede de Teste Rapido para Tuberculose (RTR-TB,
denominado “Teste Rapido Molecular (TRM), conhecido também como Xpert
MTB/Rif ®”, o teste detecta a presenga do bacilo causador da doenga em duas
horas e identifica se h& resisténcia ao antibidtico rifampicina, um dos principais
medicamentos usados no tratamento (MINISTERIO DA SAUDE, 2014).

Imediatamente apds o diagnostico, o paciente que esta bacilando, inicia o
tratamento, e apds uma semana, deixa de ser fonte de contamina¢do para outras
pessoas. Atualmente, o tratamento da tuberculose no Brasil é padronizado pelo
Ministério da Saude e consiste no uso de uma combinacdo de medicamentos que
congrega as substancias rifampicina, isoniazida, etambutol e pirazinamida durante
seis meses oferecendo chance de cura proxima a 100% quando seguido
regularmente o periodo de tratamento (Tab. 1) (MINISTERIO DA SAUDE, 2018).

Tabela 1. Esquema Bésico para o tratamento da tuberculose no Brasil, em adultos

e adolescentes.

Regime Férmacos Faixa de peso Unidades/dose Meses
20a 35k 2 comprimidos
2RHZE | .RHZE : —
36 a 50 kg 3 comprimidos 2
comprimido
Fase intensiva em dose fixa
comonese > 50 kg 4 comprimidos
1 comp. ou caps.
20a35kg 300/200 mg
4RH 305243'9-'0“ 1 comp. ou caps.
1501100 mg 36 a 50 kg 300/200 mg + 1 comp. ou 4
manwengho | comprmioou caps. 150/100 mg
2 comp. ou caps.
> 50 kg 300/200 mg
Fonte: Nota Técnica PNCT/DEVEP/SVS/MS o ik !';@-
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Com o objetivo de controlar a doenga, a Organizacdo Mundial de Saude
recomenda o tratamento completo em, no minimo, 85% dos casos diagnosticados.
Mas para que seja possivel, é necessaria uma rede de servicos organizada e bem
gerenciada, além da notificacdo compulsoéria obrigatoria que € fundamental para a
implementacéo de estratégias. Neste contexto, o Hospital Universitario de Londrina
é referéncia a nivel terciario para o tratamento de tuberculose, e apresenta-se
como um dos municipios prioritarios de acordo com o Programa Nacional de
Controle da Tuberculose (MINISTERIO DA SAUDE, 2014; BOSQUI et al., 2017).

1.5.2. Efeito da imunidade induzida por helmintos em infec¢cdes

microbianas

O efeito protetor da vacina BCG contra TB € significativamente prejudicado
em animais infectados com helmintos (ELIAS et al., 2005; RAFI et al., 2015),
indicando que infec¢cdes por helmintos podem prejudicar tanto a resposta Thl
contra a tuberculose como a eficacia da vacina BCG (FERREIRA et al., 2002). No
entanto, o impacto da imunomodulacao induzida pelo parasito sobre a imunidade
contra a tuberculose e sobre a eficacia da vacina BCG deve ser esclarecido.

Um estudo realizado por Tristdo-Sa e colaboradores (2002), demonstraram a
prevaléncia de nematoides intestinais em pacientes diagnosticados com TB e
grupo controle, e concluiram que S. stercoralis foi mais prevalente do que outras
espécies de nematoides entre os pacientes com tuberculose pulmonar. O mesmo
foi observado por Cardoso e colaboradores (2017), que realizaram um estudo em
pacientes portadores de tuberculose, no Estado do Para, e comprovaram uma alta
prevaléncia de helmintiases transmitidas pelo solo, em especial S. stercoralis.

George e colaboradores (2014), determinaram a frequéncia de células
TCD4", TCD8" e citocinas em pacientes portadores de TB com e sem infecgdes por
helmintos, e os resultados demonstraram diminuicdo na frequéncia de células
TCD4", bem como nos niveis de citocinas inflamatérias Thl (IFN-y, TNF- a e IL-2)
e Thl7 (IL-17), e um aumento de citocina anti-inflamatoéria IL-10, principalmente em

pacientes co-infectados com S. stercoralis.
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Silva e colaboradores (2014) realizaram um estudo utilizando fracéo
detergente (D), purificado do extrato salino total (SE) de Strongyloides
venezuelensis, na deteccdo de anticorpos IgG anti-Strongyloides stercoralis em
amostras de soro de pacientes procedentes de éareas endémicas que
apresentavam condicbes de imunocomprometimento como virus da
imunodeficiéncia humana (HIV (+)), diabetes mellitus tipo 2, cancer, tuberculose e
alcoolismo. Os resultados demonstraram que a fragcdo detergente foi eficaz para
deteccdo de anticorpos IgG anti-S. stercoralis em individuos imunocomprometidos
com estrongiloidiase e pode ser aplicado como uma ferramenta importante para o
imunodiagnostico da estrongiloidiase humana relacionada com a imunossupressao.

Estudos realizados por Carmo e colaboradores (2009) e Dias e
colaboradores (2011), utilizando modelo murino infectado com M. bovis ap6s uma
infeccdo por S. venezuelensis, apresentaram reducdo na producao de interleucina-
17 por células pulmonares e aumento da carga bacteriana com diminuicdo do
tamanho dos granulomas e uma elevadag&o no numero de células que expressam
a molécula inibidora CTLA-4 foram observados no pulméo, sugerindo que a
infeccdo por helmintos intestinais poderia ter um efeito negativo sobre o controle da
tuberculose e tornar os individuos coinfectados mais suscetiveis ao
desenvolvimento de TB.

Macrofagos alternativamente ativados (M2), gerados durante a infeccéo por
helmintos, podem reduzir potencialmente a atividade efetora dos macréfagos
patbgenos microbianos (M1). De fato, um estudo identificou o macréfago M2
induzido pelo receptor de IL-4 como um potencial nicho para o crescimento
aumentado de M. tuberculosis em hospedeiros coinfectados com helmintos
(POTIAN et al.,, 2011). Outra questdo inexplorada é a fonte de IL-4 e IL-13 que
direciona a polarizacdo de macréfagos para o fen6tipo M2, principalmente durante
0s estagios iniciais da coinfeccao. A descoberta de células linfoides inatas do tipo 2
(células ILC2) também conhecidas como nudcitos, que se desenvolvem sob a
influéncia de IL-25 ou IL-33 e, como as células Th2, produzem IL-5 e IL-13,
aumenta a possibilidade que essas células poderiam ser uma fonte potencial de
citocinas Th2 que dirigem a polarizacdo M2 (NEILL et al., 2010; SPITS et al., 2013;
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BABU; NUTMAN, 2016). Assim, durante infec¢cbes concomitantes, é possivel que
as células ILC2 ativadas apés dano tecidual induzido por helmintos possam
promover o desenvolvimento de macréfagos M2.

Neste contexto, a descoberta de que os macrofagos podem proliferar in situ
durante uma resposta Th2 (JENKINS et al., 2011) realca ainda mais o potencial
dos macréfagos M2 na regulagdo negativa das funcdes efetoras dos macréfagos
M1 durante a coinfec¢do (SALGAME, 2013; TEGEGNE et al., 2018).

Outra descoberta, em relacdo a coinfeccdo entre TB e S. stercoralis, esta
relacionada com a modulacdo negativa da resposta humoral contra antigenos de
M.  tuberculosis. Anuradha e  colaboradores (2017) demonstraram
experimentalmente, uma correlagdo negativa entre os niveis de anticorpos IgM e
IgG especificos para o M. tuberculosis, bem como, niveis de citocinas BAFF (fator
de ativacdo do linfécito B) e o ligante indutor de proliferacdo (APRIL), por sua vez,
relacionadas aos numeros de células B de memodria e células plasmaticas.

A resisténcia promovida pela coinfeccdo desses patdgenos, pode ocasionar
uma exacerbacdo da infeccdo associada, e na auséncia de controles
imunorreguladores induzidos por helmintos, poderia contribuir potencialmente para
0 aumento da gravidade da doenca (SALGAME et al., 2013).

Diante do aumento da incidéncia de tuberculose em regides tropicais e
subtropicais, regides nas quais existe uma alta prevaléncia de parasitas
gastrointestinais, sobretudo da estrongiloidiase, a utilizacdo do imunodiagndstico
em amostras pareadas de soro e saliva, bem como a analise molecular em
amostras fecais pode contribuir para um diagnéstico rapido e sensivel da
estrongiloidiase humana, permitindo um tratamento precoce dos individuos
infectados, superando as limitacdes dos métodos atuais de diagndstico desta

helmintiase.
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2 JUSTIFICATIVA

O estudo da estrongiloidiase torna-se cada vez mais importante devido ao
aumento de individuos imunocomprometidos, seja pelo uso de corticoides,
transplantes de 6rgados, neoplasias, infeccdo pelo HIV, desnutricdo, aumento do
consumo de bebidas alcoodlicas ou até mesmo tuberculose. Nesses individuos a
infeccdo assume carater grave principalmente relacionado a hiperinfeccdo e
infeccdo disseminada podendo por vezes, ser fatal.

Dados da distribuicdo da estrongiloidiase em ambito mundial ainda séo
subestimados. No Brasil, apesar de pesquisas recentes apresentarem a ocorréncia
da mesma, ainda sédo escassos trabalhos regionais, especialmente em algumas
regides do Parang, que demonstrem esses dados bem como a associacao destes
com a clinica e outros fatores. Dado importante uma vez que, a partir dessas
relacbes, medidas de controle e atencdo profilatica podem impedir a severidade
dos casos em muitos pacientes portadores da infecgao.

Sabe-se que os testes parasitoldgicos especificos para a deteccdo de S.
stercoralis, ndo apresentam a sensibilidade adequada e dependem também de
variaveis como capacidade técnica, utilizacdo correta dos métodos de deteccéao,
tempo de realizagdo entre outros fatores, para que resultados falso-negativos
sejam evitados. Nesse sentido, a utilizacdo de testes mais sensiveis e especificos
como o0s imunolégicos e biologia molecular, contribuem efetivamente no
diagnéstico dessa parasitose, tornando ferramenta importante principalmente em
casos onde a confirmacao precoce se faz necessaria.

Apesar de poucos relatos na literatura, a coinfeccdo entre tuberculose e
estrongiloidiase, possui cenario relevante na epidemiologia da saude publica, visto
que, as duas enfermidades sdo de alta incidéncia e apresentam populacdes
vulneraveis coincidentes. Além disso, a resisténcia promovida pela coinfeccéo
desses patdgenos, pode ocasionar a exacerbacdo da inflamacdo associada, e na
auséncia de controles imunorreguladores induzidos por helmintos, contribuir
potencialmente para o aumento da gravidade da tuberculose.

Diante do aumento da incidéncia de tuberculose em regides tropicais e
subtropicais, regides nas quais existe uma alta prevaléncia de parasitas
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gastrointestinais, sobretudo da estrongiloidiase e devido a escassez de dados que
associam as duas infec¢des, optou-se por investigar, a relacdo da estrongiloidiase

na populacdo e em pacientes portadores de tuberculose.
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3 OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

. Investigar o perfil do diagnéstico coproparasitologico, imunologico e
molecular de individuos com estrongiloidiase e/ou portadores de tuberculose.

3.2. Objetivos especificos

o Detectar anticorpos IgG e imunocomplexos anti-S. stercoralis em amostras

pareadas de soro e saliva.

o Avaliar o teste Dot-ELISA para deteccdo de anticorpo IgA anti-S. stercoralis

em amostras de saliva.

o Aplicar a reacdo em cadeia da polimerase convencional (PCRc) na deteccao

de DNA de S. stercoralis em amostras de fezes.

o Analisar o perfil clinico de pacientes positivos para tuberculose através de
um estudo epidemioldgico, descritivo e retrospectivo, com base em dados
secundarios contidos em prontuarios dos pacientes atendidos no Hospital

Universitario de Londrina.

o Coletar amostras de sangue, saliva e fezes de pacientes atendidos no
Centro de Referéncia para Tuberculose Dr. Bruno Piancastelli Filho da cidade de

Londrina.

o Realizar testes coproparasitolégicos por meio dos métodos de Rugai e
Hoffmann, Pons e Janer para pesquisa de ovos e larvas de helmintos ou cistos de
protozoarios, bem como Cultura em Placa de Agar para pesquisa de larvas de S.

stercoralis.
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o Determinar a presenca de anticorpos IgA, IgG e IC-IgG anti-S. stercoralis em
amostras pareadas de saliva e soro de pacientes portadores de tuberculose, com

auxilio do teste imunoenzimatico (ELISA).

o Realizar o diagndéstico molecular, através da técnica de PCR convencional e

tempo real, utilizando amostras fecais dos pacientes portadores de tuberculose

o Estabelecer a relacédo entre TB e a infeccéo por S. stercoralis, bem como a
sensibilidade e especificidade entre os testes parasitoldgicos, imunolégico e

molecular.
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Abstract

‘Human stmngyloidiasis is cansed by helminth Smongyloides stercoralis. Tthas a worldwide dis-
tribution, often neglected and canse of sever morbidity. The parssioo gal diagnosis is hin-
demed by thelowand ireguolar amomnt of larwe in feoes. The goal of the prasent stody was to
detert Igls and Tgls immune compler using avmventional serom samples and saliva s alier-
native samples. We collacied samples from 80 individuals, namey: group | composed of 30
healthy indfvidnals; and group 1T composed of 30 individoals diminating & seercoralis larvae
in farex We aloulated the area under the curve, ganeral index of dagnostic accuracy, Kappa
index and dster mined the anmelations hehesen different diagnostic tesix. The detection of Tgl
lewels was performed by an immunomzymatc assay with alaline extract of S venenneensis
larvae a5 antigen. Positivityofanti-S seorooralic Il in ssrom samples from gronp T was 33%,
and from group 1T 93-3% The dataction of immame complex indicated that group T eshibiied
33% and group 0 567%. In the saliva samples, Igh dedection was 36:7% for group I and
433% for group I Immune complex was defected in 20% of group I, and 3% of group
L. Tgli immune aompler in conventonal semm samplss and saliva & alermatie samples
can be considerad hiomarkers for the dagnosis of adive strongylol diasic.

Introduction

Strongyloidiasis is an infection @used by helminth Strongploides stercoralis (Bavay, 1876) and
aomsiderad to be neglacted Tt has haterogensous warlheide disibution, mainly in tropial
and subtropial regions (Olsen of al. 3000; Paula and Cost-Crez, 2011} Usually, strangylaid-
iasis evohes in an asymptomatic manner; hawever, in some cass, the presenae of eggs, lanae
and adult pamsites in the muooa of the small inestine @n rsolt in infammanry rection,
mmalshsorption syndrome and, conssquently, cironic diarthoe with protein loss, abdom inal
min and blesding with dewlopment of hypoalbuminemia and amaemda [Grove, 1996;
Fardet et al 2007). In addition, in immuono.om mprom ised individuals, et intestinal manifes:
tations @n promote severe dinial onditions, such as hyperinfedion and potentially ftal
mnditions, such as disseminated infection (Da Siha of al 3014 Ievenhagen and
Costa-Cne, 2014). These clinical conditions @an @use morality mnging from 15 to &%
when the dissae is not diagnossd sardy (Agrawal ef al 20090

The diagnnsis of strongyloidiasis is hassd on the identificaton of larvae in fem] sampls.
However, the parasital agical diagnosis beaymees compler due to the kow and irmegular amount
of larvae released in feces (Uparanubmaw o al 1999, Schir of al 2013; Mendes ef al 20171 In
arder 10 azsist the parasinlagical diagnosis, immumal agical tests such s immunoenzymatic
asay (EITSA) are indicated for the diagnosis of human strongyloidiasis due to ther high sen-
sittvity. These tests are oonsidersd wseful in semlogical screening (Gonmga ef al 2011;
Gong@hves o al 2012 Bosqui f al 2015)

In addition to the me of oymentional semm samples for immunaological diagnosis of
human strongyloidiasis, the recent years have been characterized by the gradual increasse in
the number of studies on specific salivary antibodies as binmarkers in epidemiakogy and to-
mlogy (Kaufman and Lam ser, 3002 Ribsmo et al 30 10). They represent an aternative ool in
the disgnosis of different protozoa ([Dd Muro o al 1990; Loyala o al 1997; Pinto of al. 1999;
Barges and Figusinada, 2004) and al so human strongylol diasis (Costa of al 200%; Ribeino o al
2010; Bosqui ef al 2015). These sindies have pointed out saliva as an alternative inal for asses-
sing spacific antihadies for dagnasis.

Infectious dissases rsult not only in the produdion of antibodies bt also imply the for-
mation of antigen-antibody compleces. These immune cymplexes are impartant beause they
hind to the phagooptic ells, where they are destroyed and eliminated . Monsover, they @n be
used a5 hiomarkers in the murss of the dissmss (Fank and Hester, 2i08; De Carvalho ef al
2013} Theredore, the detection of antibadies and immune ompl through i lagical
Esys anmiribubes to the diagnosis in humans, espedally when there is a high risk d'dndq:-
ing severe forms of the dissase (Gon@lves of al 2016). In this context, the detsction of
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immune ovmplerss using saliva sampls repressnts an innowtive
proposal for the diagnosis of strongylaidiasis in ander o observe
active forms of the dismse.

Come dering the severity of disseminated strongylaidizcs and
the importance of identifying active infections, the present
study proposes the detection of Igli immume complexs in the
disggnosis of strongyloidissis wsing conventional serum samples
and altemnative salva samples The procsdue & armsd oot
with the ELTSA method using alkaline extracts of & venemuelewsic
larvae a5 heternlogous antigen. These are innovative approaches
for the diagnosis of this poentialy faml infection when not
deterted and treated sy in some casss.

Method
Subjects
Binlogical specimens were collecisd from 80 indhidmls divided
inin two groups Group 30 apparently healthy indhviduals
hazed on their dinial ohsevation, without svidence of contact
with & stercoralis i nfection, no previous hi sory of stongyloid iasis
and thres fecal samples teced negatve. Group IT: 30 patient
aitending the ompatint departments or admited i the
Clinical Hospital of the State TUniversity of Londrina, Parand
stte, Brazl, harbouring 8§ sieroralis larvae, coprologially
detacted

The study recsved approval from the Ressarch Ethic
Committes of the Universidade Estadual de Londrina, Parand
state, Brazi, n* 1494201356

Sarimm ond solive somples

Fees, hlood and sativa samples were anllected from all subject
Three faral samples were analyssd according in Hoffmanmn o al
{1954) and Bugai e al (1954} Seum was separated from blood
and stared at =20 “Cuntl use. Unstimulated whale saliva samples
were callscied by nsing clan cotion swahs after washing oral cav-
ity with water; disiriboied in aliquots and onserved bl nse;
slwly thawed and centrifuged o 12400 g for 15 min

Parasites

Infective third sage larvae (L3} of Strongploides venemuelesic
were abtained from coltures of rat faces oal Rathis noregos
(Wistar). The aultures were stared 2t 28 °C for 48 b, the infactive
larvaswere mllected and ooncentrated nsing the method of Rogai
et al (1954 The number of larvaes recoversd was washed 5 times
with phosphate buffered saline (PBS, 001 mol I, pH 7-2) and
siored 2 =20 °C in PBS unt] use.

Alkaline extroct from S veneruelensis

Ta alkaline exiracts were preparad acording to Machado o al
(2003} 1 mL of 015 mal L™ NaDH was added to 500 000 5 vene.
ardends lorvae and kept under gente shaking for 6h & 450
Subsequenily, 03 mal L' HCl was added unti] a pH of 7.0 was
reached These preparations were then centrifuged at 12400§
for 30 min a 4 *C Supermatants (alkaline ectracts) wene anahysed
for protein content acarding to Lowry o al (195 1), subdivided
inio aliquots and siored &t =30°C unt] use

bpG-specific e abirement in senem and salive samales by
ELISA

Prediminary experiments were carried out in order to debermine
the optimal conditions for EIISA though blod titation of

L A Baosqui et al

reagents {antigens, control sarum and saliva samples, and conju-
gate). Briefly, palwtyrene microplates (BinAgency Laborainries,
5o Paula, Brazl) were mated overnight @ 4 °C with 5 yg ml™*
af & wrearelma: larvas (L3, in 0408 mal 17 carhanae.
bhicarbonate buffer (pH 94 Plaes wee washed 5 times with
PES confining (:15% Tween 30 (PEST). After washing, plates
were incubated with serum sample ﬁl:]ﬂ]'_wt'l]"b with diluition
1:80 (for Igl; detaction) and incubated with saliva sample 50
(uL well= ") 1 :20 {for TgG detection) for 45 min at37 *C and sub-
sequently with the sscondary antibody consisting of penomd dase-
lahdled goat anti-human (G conjugate (Sigma, 5t Louds, MO,
UEA) &t the ideal diheion of 12 3000 far 45 min at 37 °C in kne
affinity plate for seraand high affinity platein saliva. The reagents
were usad for a final assay wlume of 50 ul. well™". The reaction
was nevedled by adding the emeryme substrate (5oL 5 FINOE
Merdke (Darmstadt, Germany and 5 mg o-phenylmediamdne
[OPDY in 125ml of 0-1 M dtrate-phosphate bufler, pH 50)
and incubation for 15 min at room tempersre. Optical densities
(0D were determined af 492 nm in an FLISA reader (Titertek
Phus, Ao Laboratories, TS AL

Memumment of immane amplex in serum and soliva somples
Preliminary experiments were @miad out in arder in determine
the optimal aynditions for EIISA through serial dilution of the
reagents (antibody, control serum and saliva, and oonjugaie)
Palwtyrene microtitre plates were aated for 18h & 4°C
with 50 uL well™' of Tgh obuined from immunized rabhits
(40 ug ml™") (Gongalwes o al 2010) in 006M carbonate-
bhicarbonate buffer (pH 246). After three washs with PBST,
50 ul wel™"' of serum samples (1:80) ar sliva (puns) wes
added and incubated for 45 min at 57 *C. Positive and negative
senm and saliva samples to the immmune omplex were msad as
a control The positive serum and salfva samples onsisied of a
positive sample for Izl ant-5 wnemialmds, After incubation
for 45 min at 37 °C and another thre washes, the peoxidase -
lahedled goat anti-hmman Ig(s (Sigma, 5t Loms, MO, USA) was
added (50 uL wel™') at the ideal dilution of 1:2000 for 45 min
at 37 %, The reaction was revealed by adding the enzyme sub-
straie (5 uL 3% H202 Merck (Darmstadt, (Germany} and 5 mg
o-phenylenediamine [OFD] in 125 ml of O1M citraie-
phosphaie buffer, pH 50} and inwhation for 15min at room
temperature

Snotistical onalysis

Analyses were perirmed using the GraphPad softeare padage
version 50, Optimum point for sach condition of ELTAA reaction
and cut- off points wene established using a 2-graph recever aper-
ating character stic curve (TG-ROC) oymbined with a ROC curve
(Greiner et al 1995). ELTSA inder (ET) was obtained by the ratio
hetween OD and at-off. Values of ET greater than the optimum
paint of raction for each ertrad were mnsidened positive. ROC
curwes were hudt to desoribe st indexss (Martiner o al 2005
The area under the BOC crwe (AUC), an inder of diagnostic
acoracy, was cakmlated and values chse to 1 indicate an inform-
ative st and values clase o 05 indica®e an uninformative et
(Hanley and MMal 19820 Likelhood ratio, which indicates
hme Heely patients with strongylaidiasis are going 0 hawe a spe-
cified test dedection cymparsd with pabients not infeced by the
pansiie, was estimated as Se/{1 - Sp ). Comrelations behsesn levels
af different diagnostic tests in sch sample tested with & sermor-
alis were determined wing Spearman (r} or Spearman rank test
(s The concordance of the results obfined betwesn the
seum and saliva sampls was camied owt anahysis of Kapma
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onefficient {x} (Landis and Kodh, 1977 Probability {F) valuss of
(ks wene regarded as s gmificant.

Results

The detection of Tg{s antibodiss and immmune complees inssum
and saliva samples is lstrated in Fig. 1. The positivity rate of
anti-& stercoralis Izl in serum samples of indhriduals with nega-
tive parasiinlogial reults (Grop I) was 33% (0 =1}, wheness in
individuaks harbouring & serooralic larvas (copropositive) {nmp
O} was of 933 (n =28 ). Regarding the detechion of immune
complexs in ssum sampls, postivity inogroup T owss 30
{n=1}), wheres in group IT it was 567% (n=17) (Fig. 1AL The
analysis of saliva samples for anti -5 steroomalis IgG indiaed posi-
thity of 267% (n=8) in goup Tand 433% (n=13) in group IL
The detection lewels of immune aymplexes in saliva samples were
2% {n =&) for group I and 5 {n=9) for group IT (Fg. 1BL

In order to obserwe the ovrmeldion behween the resubs, we
quantifisd the combination of data betwesn human Izl anti-
bodi= and immome complers in serum and saliva samples
{Fig. 2. Figure 24 and C illustrate the diagnostic aomrelation
hetween serum and saliva sampls from the group with a posi tive
coproparsinlagical diagnegis for & ctenoralie, respactively.
Figure 4 shows that the comelation betwesn the nsults was
weak (r= k5 P >0405), whersas Fig. 20 shows that the comel-
ation was signifi@antly positive (r=1; P<0d5). On the other

hand, positive awrdation of the resulis obtined in the analysis
of serum and saliva samples from the group of healthy individuals
(Fg. 2B and D), respartively) @n anly be obsarwed in Fig. 20 (r=
0-5% P05 This study showed excellent agr t in the
detection of IgG (x =0920) and moderate for IC (x=051) in
SETUm.

Discussion
Currently, immunalogal diagnosis of strongyloidiasis s mainly
performed detecting Igl antibodies, ghven that there is o predom-
inance of 2 humaonal response (Atkins ef al 1997; Bosqui o al
A5

In o study, it was possihle 0 chomrwe 955% of positive cases
for Ig(s in seum samplex. Igls antihodies are the lingest dass of
serum immunoglohuling ahle to provide protective immunity and
remain for a long period of ime after the cure of the disease
(Carvalho of al 198 % Iremenam of al 3010} In part, thegs char-
acteristics are respansible for the sucoess and advantges of the
disggnosis of srongyloidiasis by means of deteding this class of
antibodies in serum samples from infected individuals (Agrawal
o al 200%; Bibsiro et al 2010; Bosqui o al 20150 However,
the high oncentration of drolating antibodies and antigens in
serum @n mesult in the frmation of immune complenss
(Ohyama ef al. 2016)
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Cur study revealed that the detection of drolating IgG
immune mmplers in s2rum was significant (A0%)L Immone
ampleres play an impartant rale in nentraliving the pathogemesis
af the disease, being rapidly diminated from the bloodstram by
the innate immune spstem . In addition, cinculating immmune com-
plexes hawe been reporied with inceassd frequency in parasitic
dismases (Chyama ef al 30186}

Our ssmy proved o be effective in the detection of IgG
anti-Strongploides spp, bath in serum and saliva samples, shoe.
ing ameptable lewds of rdighility and bang able to minimize
false positive reulis. The same result @n be observed in different
dizggnoses, both erperimental and in humans, given that the
detertion of immmune complexes has al so been used and the resnlis
were promising (Patl ef al 199%6; Megdin, 2009, Madhusudana
o al 3014; Gong@hves o al 3016 Ohyama o al H016)

The few positive @szs for dsteding immunocomple in the
negative group can be sxplained by the persisiencs of Izl in an
undizgnosed infaction due 1o Jow relase of larvae in feos ands
ar individnals with prior exposune living in aneas with high preva-
lence of strongyloidiass (Sanbos o al 3007, Inemenam o al
2010; Ahmad et al 20135

The choice of an appropride immaumalogical method that
mmplement the panasinlogica]l diagnosis is esmtial for an
arcurate estimate of stongyloidiasic Thersfore, detecting the
lewks of droulating immune aomph byani ymatic
assay can be used as complementary soeening in the diagnosis of
sirnngylaidiagic. Immne onmpleyss have an imparant particpa.-
tion in the physiopathology of the dissase and, thersfore, may
reflet the immune response exerted by each individual, thus
facilitating the aomirol of this infaction (Gomaga = al 3011;
(ongalwes f al 30 1)

In addition in the e of seum samples for the imm unalagial
disggnosis of strongyloidiasis, saliva sampls have been investi-
Fatad in recent years as an altemative tonl. Thee samples affer

advantages such as easy obtainment noninvasive sampling and
lm& mst, playing an important rale in the local and sysemic
assessment of the immune responss against the paraste (Costa
et al 200% Ribsiro o al 2010; Bosqui et al 2015}

The analwis of sliva sampls has bemme important to
assess phminlogial and pathological condibons in humans
(Sawangsoda o al 201Z). This is a pionesring study assessing
patients with strongyloidiasis and presents an innovative proposal
far using saltva sample to detart immame ompleyes

Conclnding remanks

In condusian, the detection of Igli immune omplers in om-
ventiomal s=rum samples and salfva the altermative ample an
be consideresd 2 promising straegy for the diagnosis of active
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Abstract

This study aimed to evaluate the use of saliva samples in the Dot-ELISA test for
immunodiagnosis of human strongyloidiasis. The Dot-ELISA presented similar results to the
ELISA test, with 70% and 60% positivity, respectively, for IgA in the saliva of
copropositive patients. The Dot-ELISA with alternative saliva samples may be a suitable
tool for diagnosing human strongyloidiasis, especially in populations with high levels of
exposure to helminth.

Keywords: strongyloidiasis; immunodiagnostic; Dot-ELISA; saliva; IgA; rapid test.
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1. Introduction

Human strongyloidiasis is a neglected tropical disease that is prevalent in tropical and
subtropical regions and may affect around 370 million people worldwide (Bisoffi et al.,
2013; Buonfrate et al., 2015).

With minimal production and release of Strongyloides stercoralis larvae in feces,
conventional microscopic methods may not detect the parasite and therefore chronic
asymptomatic strongyloidiasis. So, methods that seek to better detect it are urgently needed,
not only for people with an increased risk of chronic strongyloidiasis (transplant candidates,
people undergoing chemotherapy, or people with systemic corticosteroids) (Siddiqui and
Berk, 2001; Olsen et al., 2009), but also for people who live in endemic areas. In light of
this, the serodiagnosis of human strongyloidiasis displays important diagnostic properties
(Agrawal et al., 2009; Ribeiro et al., 2010).

Various serological tests to detect chronic strongyloidiasis have been developed,
resulting in a considerable increase in diagnostic specificity and sensitivity (Bisoffi et al.,
2014). However, serodiagnosis requires invasive collection to obtain blood, and it is not
always possible in places with few resources, especially where S. stercoralis is endemic.
Other clinical samples, such as urine and saliva, which can be easily collected, are being
used more and more as preferential sample matrices for the diagnosis and screening of
human strongyloidiasis (Bosqui et al., 2018; Eamudomkarn et al., 2018).

The secretion of antibodies present in the saliva, especially IgA, as it involves the most
prominent antibody in the mucous membrane, presents a fundamental role in the start of
infection, and is able to protect against the adhesion and invasion of different pathogens
(Kilian and Russell, 1994).

In order to investigate the potential use of saliva to detect the IgA antibody anti-S.
stercoralis, we exclusively used the Dot-ELISA test, which is widely accepted as a quick
and versatile test for detecting different parasitic diseases (Pappas, 1998; Santos et al., 2000;
Sampaio et al., 2015). The dot-ELISA technique has been described as appropriate for
detecting antigens or antibodies in human and animal infectious diseases (Pinheiro et al.,
2005; Coelho et al., 2007; ElI-Masry et al., 2008). In addition, the technique is easy to
execute and interpret, it uses a conservative reagent that is efficient and portable in the field,



© oo~N O O &M W DN B

W oW NN RNRNRNLNRNRNRNNRNDNR R R B B R B B R
P O © ® N o U0 & W N P O © 0 N o o h W N B O

80

and it can be used for large volume tests or for a small number of determinations (Blanco et
al., 2009).

Thus, the aim of this study was to evaluate the detection of IgA using saliva samples
in the Dot-ELISA test for immunodiagnosis of human strongyloidiasis, with a view to
possibly optimizing quick diagnosis and the conditions for its use in public health centers

with basic levels of equipment and trained professionals.

2. Materials and Methods

Feces and saliva samples were collected from 40 individuals from the State University
of Londrina General Clinic Hospital. Feces samples were collected from each individual and
processed using parasitological methods, in accordance with (Hoffmann et al., 1934; Faust
et al., 1939; Kato and Miura, 1954) modified by (Katz et al., 1972) and the method of
(Rugai et al., 1954) to divide them into three groups: (1) 10 patients with a positive
parasitological result for S. stercoralis, (2) 10 patients with a history of positivity for S.
stercoralis, corresponding to one year before this study, and (3) 20 individuals with a
negative result for any parasitosis. Total non-stimulated saliva samples were collected using
clean cottons after washing the oral cavity with water. After collection, the samples were
distributed in aliquots of 1.5 mL and conserved at -20°C until use. Subsequently, the
samples were slowly thawed and centrifuged at 124009 for 15 min. This study was approved
by the Human Research Ethics Committee of the State University of Londrina (protocol
1494-2013-56).

To produce the antigen (CEP-IMT 002/10), approximately 200,000 filarioid larvae of
Strongyloides venezuelesis were resuspended in 10mM Tris-HCI pH 7.5, 1mM DTT,
supplemented with a protease inhibitor cocktail, followed by sonication and centrifugation at
12400g/4°C for 30 minutes. The pellet was resuspended in Urea 7M, Thiourea 2M, and
CHAPS 2%, homogenized for 30 min/4°C, and centrifuged at 12400g/4°C for 30 minutes.
The supernatant gave rise to the membrane antigen.

For the ELISA, polystyrene microplates were sensitized overnight at 4°C with 10 ug /
mL of the diluted antigen in a carbonate-bicarbonate buffer (0.06 mol / L, pH 9.6), washed
three times for 5 min with a phosphate saline solution buffer (0.01 mol / L, pH 7.2) (PBS)
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containing Tween 20 at 0.05% (PBS-T), and blocked with PBS-T + 3% of skimmed milk
(PBS-TM) for 45 min at 37°C. The saliva samples from the three groups were diluted (1:5)
in PBS-TM and incubated for 45 min at 37°C. The peroxide-conjugated goat anti-human
IgA secondary antibody (Sigma, St Louis, MO, USA) was diluted 1: 1000 in PBS-TM and
incubated for 45 min at 37°C. The reaction was revealed with Tetramethylbenzidine (TMB,
Life Sciences) and the optical densities were determined at 492 nm in an ELISA reader
(Thermo Fischer Scientific, Waltham, MA, USA). The reaction cut-off was determined with
the help of a ROC curve using the Graph Pad Prisma 5.0 program. The ELISA index (EI)
was calculated in accordance with the formula: EI = OD / cut-off. Values of EI> 1 were
considered positive (Corral et al., 2015).

The Dot-ELISA was adapted from Pinto et al. (1995). The 1 cm? nitrocellulose
membranes were sensitized with 1.5mg of antigen for 1 hour, followed by overnight
blocking with PBS-TM 5% in agitation and at 4°C. The saliva samples from the three groups
were diluted 1:5 in PBSTM for 2h at ambient temperature. Subsequently, the membranes
were washed five times for 1 min with PBS-T and incubated with peroxide-conjugated anti-
IgA human conjugate diluted 1:1000 for 2h at ambient temperature. The reaction was
revealed with chemoluminescent substrate in the Scanner Luminescent image analyzer
equipment (Fujifilm, Minato, Tokyo, JP) and the results were interpreted with the help of the
Image Quant LAS 400 program version 1.2 (GE, Fairfild, CT, USA).

The area under ROC curve (AUC), an overall index of diagnostic accuracy, was cal-
culated. Values close to 1 indicate an informative test and values close to 0.5 indicate an
uninformative test. Test performance was assessed based on positive and negative samples
(P and N), true and false positive results (TP and FP) and true and false negative results (TN
and FN). Each test used was analyzed in termsof: sensitivity (Se) and specificity (Sp) and

Kappa index.

3. Results and Discussion

Regarding human strongyloidiasis, there are already reports on the use of saliva to
detect antibodies based on ELISA immunoassays (Bosqui et al., 2015; Bosqui et al., 2018),
however, our work is pioneering in its use of the Dot-ELISA technique to detect IgA in

saliva.
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In our study, we assessed the Dot-ELISA assay as having good sensitivity and
specificity results, enabling the detection of IgA in small quantities of saliva.

In an effort to develop quicker and lower cost immunoassays for detecting different
diseases, the ELISA format was not modified. In this specific case, the nitrocellulose paper
substituted the plastic wells as a solid support for binding the antigen and a precipitable
chromogenic substrate which, in the oxidated form, appears as a colored point on the
nitrocellulose membrane (Pappas, 1988).

The comparison of the ELISA and Dot-ELISA techniques for detecting IgA anti-S.
stercoralis is illustrated in table 1. The Dot-ELISA presented consistent results with the
ELISA test, with similar positivity and negativity in the saliva samples, with 70% and 60%
sensitivity and 85% and 90% specificity, respectively (table 2), making the heterologous
antigen highly promising for future trials, since it has demonstrated excellent results in
different studies (Gongalves et al., 2012; Bosqui et al., 2015; 2018) consistent with the other
authors, who report the efficiency of the diagnosis both in protozoan and helminth, using
saliva samples in the Dot-ELISA technique in comparison with the traditional ELISA
(Santos et al., 2000; Sampaio et al., 2015).

With regards to carrying out the technique, the blocking displayed optimal
performance, and the dilution value of the salivas employed in carrying out the test was 1:5.
In addition, the 1:1000 dilution of the conjugate provided visual distinction between the
salivas (Figure 1).

IgA antibody levels in saliva samples may be related to the life cycle of the parasite,
since the response occurs in the pulmonary and intestinal mucus, which involves
secretionary and systemic responses. McGhee and Mestecky (Mc Ghee and Mestecky, 1990)
believe that the presence of IgA in saliva secretions can be divided into: recent contact with
a parasite, active infection, or reinfection. These factors warrant the use of saliva as an
alternative diagnostic tool for human strongyloidiasis (McGhee and Mestecky, 1990;
Ribeiro et al., 2010; Bosqui el., 2015).

Unfortunately precise immunodiagnosis is not yet available in most health centers and
access to medical diagnosis is variable for many segments of the population. For this reason,

we believe that the Dot-ELISA technique described here could be a suitable tool for
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diagnosing human strongyloidiasis, especially in populations with high levels of exposure to

helminth.

4. Conclusion

In conclusion, we understand that the results derived from the use of the technique
may, in the future, enable the application of a commercial test for detecting IgA anti-S.
stercoralis in saliva samples, providing parasitologists, clinicians, and epidemiologists with
a low cost trial for screening both individual patients with diagnostic urgency and large

populations, especially in endemic areas.
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1  Table 1. Comparasion of ELISA and Dot-ELISA techniques for detection of IgA anti-S.
2  stercoralis in saliva samples
Comparation of IgA detection in saliva samples
Groups
(n= 40) ELISA Dot-ELISA
Positive parasitological 60% 70%
(n=10) (n=6) (n=7)
History of positivity 80% 80%
(n=10) (n=8) (n=8)
Healthy 10% 15%
(n=20) (n=2) (n=3)
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13  Table 2. Sensitivity (Se), specificity (Sp), area under the ROC curve (AUC) and Kappa
14 Index in saliva samples for IgA anti-Strongyloides detection.
ELISA Dot-ELISA
Se(®) Sp@) AUC NWPPRINGC T go0h  spoe)  Auc  (abPe
IgA 60 90 0.80 0.52 70 85 0.80 0.66
15
16
17
18
19
20
21
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26
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5 Figure 1. Dot-ELISA test using heterologous antigen of Strongyloides venezuelensis in
6 saliva samples in the following groups: copropositive for S. stercoralis (n=10), history of
7 copopositivity for S. stercoralis (n=10), and negative (n=20).
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sierconlis wene positive for serum IpG oand 19 (54.3%)
were poditive for salivary IgA. Regarding molecular anal-
yais, both primern (species and gems specific) demon-
srafed positivity in 100% of the samples, which was
confirmed by sequencing the positive samples.
Conclusion Complementary examinations of the parasito-
legical method demondraed excellent reslis in the con-
text of e dagnoss of swomgylodissis especially in
mymplomatic patents with irregular larval release in the
feces.

Conventional polymerase chain reaction { PCR) has
been proven o be an important molecular echndgue
for the diagnosts of luman strongyloddiasis.

Wi obtained a 100% positive rate when scresning
Srongyloides stercoralis DNA using two different
primers

An optimum concordance occumed betwesn
serplogical and molecular diagnosis (k = 00909

1 Intreduction

Gastrodmiestinal parasites, including helminhs trammiged
by the spil, may cause severe morbddites, espacially in
regons lacking basic health resources. Among these hel-
minths, we highlight the nematode Strongylvides sterco-
ralis, which affects roughly 370 milion people wor ldwide

&4 Adlin
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[1, 2). I is responsible for human swongyloddizsis, an
infection that is incloded in te Hst of negleciad wopical
dizseases [3] primanly because it & difficult o diagnose. 5
stercoralis infection often remains asympiomatic. How-
ever, immunsuppressed patents, such as thate recelving
aterodd treatment, may develop hyperinfection andior dis-
seminated infection [4].

The screening for & sercoraliy larva in coprological
testing is ome of the most challenging dagnoses. The main
parasiiologcal methods wsed are techniques based on
hydro thermoroplam and culiure in agar plaie; even so,
fake-negaiive resulis are possble [5-7]. Diagnosis using
serplogical eds & highly sensitive in patients with ¢ hronde
infection bot less sensitive in immumocompromdsed ind-
viduak and does not distinguish between recent and pre-
vims infections [3, ).

DMA solation technigues from fresh focal samples ane
feasible, realistic and applicable in most endemic countries
and are increasingly being wed for the dagnosds of pars-
sitic infections s they add high sensitivity and specificity,
leading 1o increased dagnoses for human sirongyloddiasis
[5, 9-11]. Dagnoatic laboratories have been imovating
with the use of mokcular techniques, aiming (o neresse
the efficiency and speed of nesulis [1]. The advantages of
polymerase chain reaction (PCR) over serology may
include high specificity and reduced cros-reactivity with
other pathogens in feces [12].

Giiven the few repors on the use of conventional FCR
asmociated with serology in the disgnosis of strongyloddi-
asis [13-17], the objective of his smdy was o apply
conventional PCR in the screening of §. seercondis DNA in
feces samples from patents with srongyloddiasis, esab-
lishing a comparism with immunodiagnoeis usdng semm
and saliva samples.

2 Materials and Methods

21 Blological Samples

The samples were obtained at the clinic hospial of the
Swe University of Londrina, Parand ataie, Brazil. Stool,
blood and saliva samples werne collacted from each ind-
vidual for parasilogical, immundogical and moelecular
lesis

We collecied a total of 48 samples dvided indo (1) 35
atonl fresh samples positive for 5. seercondis and (2) 13
fresh stonl samples collecied from individuals with a his-
tory of podtivity for 5. seercomlis, comsponding o 1 year
before the study. Stool samples wene processed by pars-
sdinlogical methods, according to Hoffmann et al. [18),
Fanat et al [19], Kato and Mivra [20] modified by Kaz
et al [21]), and the method of Foga et al. [22]. Afier

& Adis

camying out the parsitological amsays, the sinol samples
were maintained at — 20 *C.

Blood % ml) was collected from each individual, and
samples were centrifuged at 350 g for 5 min for collection
of serum. The materal was gored & — 20 %C umil use.
Before the collection of saliva, subjects wene examined for
oral candidiasds, oral herpes, gingivits, gum recession, and
oral lesions, and fhe oral cavity was washed with water.
Approcdmately 3 ml of unstmubied whole saliva was
collected per subject wing clean cotion swabs, and within
1 h samples were centrifuged at 12 400xg for 15 min at
4 %C (Sorvall RC 5C pls, USA) and stored in aliquots at
— 20 =C [23, 24). Serum and saliva samples were used
detect immunoglobalin G (lgG) antbodies

212 Parasite Collecton and Preparation

Streengyloude s venezuelenas hird-stage (L3) infective lar-
vae were obained from feos of infected Wistar ras
(Rarbes mervegicin) and mantained in charooal coliune st
28 °C for 48 h. Larvae wene mecoversd and concentrated
nsing the metod of Rugal et al [22]. They wene washad
five times with phosphate buffered saline { PBS; 0U01 mol,
pH 7.2) and stored &t — 20 C until use. The 5. venesue-
lengix L3 alkaline exiract was prepared aocording o
Machado et al. [25].

23 ELISA Detection of Immunoglobulin G (lgG)
Serum and Igh Saliva

Preliminary experiments were performed to determine
optimal conditions for ELISA by tiration of neagenis
{antigenic extract, semm and saliva samples, controls and
conjugaie). Briefly, polystyrene microtiter plates (BioA-
gency Laboratories, 550 Paulo, Brazil) were incubaied for
18 hoat 4 °C with § pe'm] 5. venenwelensic L3 alkaline
exiract in 006 moll of carsonate—bicarbonate buffer (pH
96). The plaes were washed three times with PBS oon-
taining 0U05% Tween-20. After washing, unblocked plates
were incubated with semam samples (50 pliwell) at 180
dilution {1gG detection) or with saliva samples (50 plwell)
al 12 diluwtion (IgA deection) and incubated for 45 min at
37 *C. Plaies were then coaed with persidase-conjugated
goal amti-human IpG secondary antibody (Sigma) at a
dilution of 1:2000 for semm sample o peroxidase-labelad
goal anti-human lgA conjugate (Sigma) for saliva sample
at the ideal dilution of 1:500, for a final sample volume of
S0 plfwell, and incubated for 45 min at 37 *C. The reaction
was vimalized by adding the enzyme—subarate (5 pl 30%
Hyh, Merck, S50 Panlo) with 5 mg o-phenylensdiamine
(OFD) in 125 ml of clirate—phosphate boffer (L1 M), pH
50, The plates were incobated for 15 min at room tem-
peramre. The reaction was stopped by adding 25 pl 2 N
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H,580, to each well. The optical demity (0D) was deter-
mined at 492 nm using a Titenek Multiskan plate reader
(FlowlLaboratories, Mclean, VA, USA)L Resuls were
expresmed & ELISA index (EI), where the cut-off value
was caloulated by recelver operating characteristic (RO(C)
Ve

24 DMA Extraction

Approcimately 500 mg of stonl sample was centrifuged at
14,000 mpm for 1 min. The pellet was washed twice with
001 M FBES, pH 74. DNA was extracted from the pellet
using the commercial QlAamp™ DNA Sieol Minikit
(QIAGEN, Hilden, Germany) acoording o the mamfac-
turer ‘s instructions. DNA was eluted with 100 pl elotion
buffer and quantified using & NanoDvop ND-1000 UV-VIS
spectrophotometer v321  (ManoDwop Technologies,
Wilmington, DE, USA)L

25 PCR Amplification

Far amplification by PCR, two different primer pairs wene
used: species-specific primes (forward §-GAATTC-
CAAGTAAACGTAAGTCATTAGC-Y and reverse 5-
TGCCTCTGGATATTGCTCAGTTC-T)  deseribed by
Verwel] ei al. [26] and genus-specific primers (forwarnd §'-
AAAGATTAAGOCATGCATG-Y  and  revese 5
GOCTGCTGOCTTCCTTGGA-Y) deseribed by Daomis
et al [27]. PCR was performed in a Masier cycler ep
gradient § thermocycler (Eppendiorf, Hamburg, Germany).
The meaction was performed in a final volume of 10 pl
containing & pl PCR mix (1.5 pl bovine serom albumin
(BSA 20 mgml); 03 pl de HyOy; 2.0 pl 53X PCR boffer;
Al dNTPs 08 g MeCly: 04 pl each primer (20 pmol!
e 02 gl GoTay™ DNA Polwmerase (5 Ui, Promega
Corporation, Madison, WI, USA) and 4 pl of exiracted
DMA. An intial densfuration sep at 94 °C for 2 min was
followed by 30 cycles of 94 *C for 1 min (densturation),
618 °C (amealing) for 1 min and 72 *C for 1 min {ex-
tension), follewed by a final exiemion sep &t 72 *C for
2 min The elecirophoresis was performed by 2% agarose
gel with the addition of SYER safe (Invitrogen ™, Thermo
Fisher Scientific Corporation, Waltham, MA USA)L Gels
were vimalized in an uliravioket light transilluminaios
(Imvitrogen™, Thermo Fisher Sclentific Corposation) and
phowgraphed for further analysis

For intemal amplification control, all DMA samples
were  amplified using  the primers  (forward
SACACAACTGTGTTC ACTAGCY and reverse
FCAACTTCATOCACGTTCACC 3 that amplify the
110-bp region of the human §- glokin gene. The sze of the
PCR producis for the species-specific and genus- specific
primers was 101 and 392 bp, respeciively. The molecular

maays were performed wing DMA from siool samples of
patients with strongyloddiasis, and negative controls (PCR
mix without DNA template) were included in each
amplification mun. DMNA from 15 negative stonl samples
were abo included in the evaluation of he PCR method,
additional negative controls.

The DNA obtained from stool samples was amplified
viacmventional PCR usng the species-specific and gems-
apecific primers. Filarifoom larvae of 5. gercoralic wene
collected from pellets of paitive samples, and the DNA
extracied from them was used a5 a posdtive control; negs-
tive controls (PCR mix without DMA template) wene
included in each amplification mun.

All PCR producis were sequenced based on ithe
methodology of Sanger et al. [28), wsing dideoxinu-
cleotides (ddMTFs) with fuorescence labels, according o
the ABl PRISM® Bighwe™ Terminawor v Cyele
Sequencing Ready Reaction kit (Appliad Biosyaems,
Thermo Fisher Scientfic Corparation). S equences obiained
wene  aligned wing the BioEdit program  (Biologial
Sequence Alignment Editor) (hitp:/fwww. mbxoncinedu’
e dit/page him1) and compared with previously reponad
saquences from GenBank {hap:dwww.nchinlmnihgow
GenBankAbl2an?), using the BLASTn (Basic Local
Alignment Seanch Tool).

24 Dhata Analyss

Statistical analysis was performed using the softwane Staia
version 11 (Stata Corporation, TX, USA) The concordance
between e remlis of the parasiologic al methods and PCR
msay was analysed vsing the Kappa coafficient (k) Sta-
tistical significance was sef at p < (05,

3 Results

Table 1| demonsirsies a positive resuli for the lgG anki-
s s screened inthe paired samples of semum and saliva,
for both groups. 'We can see that by using samples of semm
and saliva, of the 35 individuals copro-positive for S,
stercondiz, 34 (97.1%) were positive for IgG in the serum
and fowr {11.4%) in the saliva, whereas the groop wit
posdtive higory for 5. srercordis—bul copro-negative in
our study—demondraied a screendng index of 13 (100%)
for 1gG serum and seven { 53.8% ) for IgG saliva

The molecular analysis was camied oot in triplicate, with
the PCR test mwing primer pairs of specific species and
apecific genus, and initially sequencing the PCR producs
obtained from the DNA of filariform 5. srercoralis larvas.
Table | presenis the resulis obtained heoogh conventional
PCR of specific species and specific genus. The expeacted
DMA fragmentss (=~ 100 and 392 bp) were deected in all

& Addis
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Serology Mokcalar

Seram (Tglz) Saliva {lgA) {ender speafic bE]

Srrempplol des reveoralis copro

positive individuals Positive parasiio logical (m= 35)

Negative pasitologial (= = 13)

B (IT %) 19 {54 3% I8 (1009 35 (1009%)
13 {1006} T (S3E%) 13 (1009 13 (1009

IgA immmmoglobelin A, fp7 mmmoglobalin G

B Mk

ol

Fig- 1 Folymense chamn reaction (FCR) prodeces on 206 agamse
#el Amphficsion of the JA8 gene with spedies-specific and germs
specific primer poim. Lane 1, DNA sime markers (S0:-bp 1adder;
Thermo Scientific); lane 2, posiive contral | Smomg doddes srevemra lic
larvae DA bmes 3 and 4, sioo] samples from patents mfecied with
& meroralis (392 bpl e 5, megaive contml (PCR mix with
watery bime 6, positive comirol lanvae; lones 7 and &, siool samples
from patienis miecied wih £ sweeonalic {101 bpl; lame 9, negative
coniral {PCR mix with water)

samples odng  species- and pgems-specific  primers,
respactively (Fig. 1)

All samples had an amplification of the f-globin gene
(= 110 Pl datn ot dhownl. No DNA mq:lif.::sﬂ(:-u of e
target fragment was observed in the negative samples All
PCR positive samples wene suwcomafully saquenced, and
the sequences obtained exhibited 98—100% similarity o 5.
stercoralis sequences deposdied in the GenBank daishase
{BLAST).

Figure 2 demonsraies a high rate of relatinship
between immume and molecular diagnosis. A concordance
of 100% socurred between the samples of semm and sal-
iva, which were positive for lgG anti-8 srercoralis and
tested using the two primers in both groups. This siudy
indicated optimum concordance between serological and
mokecular diagnosis, with k values of 0909,

4 DMisoussion

The development of new methods, both immunoksgical and
maolkecular o screen 5. sierconelis, & well as novel conr
binations of e new technology, have been crucial to
achieve a accurae dagnosis of homan amongyleidiasis.
Furthermone, molecular iechniques ane incressingly being
applied 1o various helminths and provozoa. Funhermaore,

& Adin

molecular techniques are increasngly being applied as
diagnoetic ool for various helminths and protosoa
[, 29, 30].

It can be difficult to establish an early diagnoss and
determine the severty of this infection, pardcularly in
immunocompromed patients. This is mainly because the
low and imegular levels of larvae relessed inthe fasces [31)
make paramitological disgnosis  difficolt.  Therefone
immunalogical tests such as immuneenzymatic  assay
(ELISA), and molecular tests ane indicated for the diag-
nodds due to their higher sensitivity [32-34).

The use of alkalime exwact L3 of 5 venszicelsnss
produced a 97.1% podtive rate for 1gG in the seram for
the copro-positive group for 5. stercoralis and 100% for
the group with a positive history, representing a high
positivity for serological diagnosis. This & a grea
improvement on other siudies that have demonsirated
decreased soreening levels for 1gG antibodies in samples
of serum [23, 24].

IgG screening in semum to disgnose strongyloddiasis is
wellestablished; studies using crude e xiract of filariform
8. seereoralis larvae o screen IghG in serum have gen-
erated resulis with sensitivity values ranging from 82 1o
95% and specificity values between 20 and $0% [35, 38].
However, screening for anti-5. srercoralis antibodies
may be compromied, especially in  immunocompro-
i s iu.d.i\-id.u.‘.ﬂ:\. aince differences in infection sever i1_'r.
larval excretion, parasite-host interaction, and env iron-
mental faciors are closely relaied [37]). Aocording to
Johnston et al [38), these differences likely resuli from
the different populations sindied 2 well & distinc
phases of the disease. Our resulis showed a bower posi-
tivity with saliva compared with semm for the detection
of IpG antibodies. Fake-negative resulis in ELISA,
using saliva samples, may be atribuied to unde-
tecighle antibody levels becanse of the low parasie load
in chronde infections [ 39, 40].

Therefore, combining appropriste seroogical fesis i
complemen fecal eding B esential for arongylodissis
diagnmih. In addition to iumnmuﬂiagumh. it i incres-
ingly common for parssitology laboratories 1o adop
molecular echniques bated on vadous screening  kils,
bringing the advantages of high performance, relative
operainr  independence, and these are widely available
[12, 41].
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Fig 2 Vemn diagram PCR 185

repesenting semlogical esalis A
inpaed samples of saram

{TgGhh fm, b and saliva {TgA} e,

d} and molecular diagneosis

waing PCR with two different

primers {spedies and genms

specifich, @ ande I

Srromgyploides sreveoralic copro- PCR Serum  PCR Serum
positive individeals for b and Genus igs  Genus Igis
d in mdividmal with posiive
hisiory for & secomlic fgd
imman aglobalin A, fel7
immemoghbalin G, POR PR 105 PCR 183
polymerse chain madtion c
PCR Saliva
e Ipa

Our audy demongraied high positivity with PCR for
strongylodd asis diagnosis, which differs from other repons
[13, 26, 42]. Owr resulis were in alignment with those of
Repetio et al [5], who proved the PCR-based method did
nol mis any cate of srongyloddiasis confirmed by refer-
ence lesis. The advantages of PCR over serology include
high specificity and the ability to b2 used & an optimum
marker, enabling patient montoring in the conversion o a
negative resull throughoot treament [43].

The liersiure describes the primer species and genus as
important markers for strongyloddiasis molecular disgnosis
[5, 26,33, 44), and these can be used a3 aliemative tools for
the sereening of 8. siercoralis in samples of human fieces,
esgpacially in wopical areas. This s spported by owr reslis
with the confirmation of sequencing of all amplified
samples.

The main Emitation of the present study was the amall
sample size, due o difficulties dhiaining paired samples of
feces, blood and saliva from each patient.

Our audy demomiraied that the combination of dffer-
enl methods can ald clindeal irdals and scenaros dhat
require rapid and accurate dagnosis, a5 in e case of
strongyloidiasis. Funhermore, DNA screening in fecal
samples of individuals with positive serology was efficient
at excluding cases of past infections
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Perfil clinico de pacientes com diagndéstico de tuberculose atendidos
no Hospital Universitirio de Londrina, Parani

Clinical profile of patients diagnosed with tuberculosis treated at the
University Hospital of Londrina, Parana
Larissa Rodngues Bosqu', Suelen Santos Silva®, Raquel Armuda Sanfelice®, Milena Mengazzo
Miranda-Sapla’, Daniele Sapede Alvarenga', Bruno Bevenuto Lucas*, Lais Fernanda Machado®,
Francine Nesello Melanda® Lz Antomo Custodie”, Wander Rogenio Pavanelli®, Ivete Conchon-
Costa®, Idessama Nazareth Costa'®

Resumo

O objetivo deste esmdo comsistin em analisar o perfil clmico de pacientes positives para
tuberculose atraves de um estudo epidemiclogico, descritive e refrospective, com base em dades
secundarios contidos em prontuarios dos pacientes atendidos no Hospital Universitario de Londring
compreendendo de janeiro da 2010 a dezembro de 2014, Dos propmarios disponiveis para a
analize no momento de estudo 36 casos eram positives para mberculose, sende a maioria do sexo
masculine (55/76%) com faixa etaria compreendida entre 2 & 91 anos. Os principais sinais chinicos
apresentados foram tosse (50/58%), febre (45/52%) e perda de peso (34/40%). Em relagdo 3 forma
climica, 58/67% dos pacientes apresentaram a forma pulmonar, e 28/33% a forma ndo pulmonar.
Casos positives para tuberculoss em associagde com HIV/AIDS comesponderam a 32037,
Também foram relatsdos habitos prejudiciais dos pacientes nos quais 3034% aram tabagistas,
20v23% usuaricos de drogas e 14/16% etilistas. Diante da escassez de dados publicados referentes
i tuberculose na nossa ragido e sus relevincis para 2 sande publica, nosso estude contribui com os
aspectos epidemicldgices principalments em relagio a0 elevado namero de czsos de coinfecgio
com Virus da Imunedeficiéncia Humana e pacientes com evolugdo a obito, suxiliando assim o
desemvolvimento e implementagio de campanhas ou projetos que visem o disgndstico e tratamento
pIECOCE.

Palavras chave: Tuberculose. Saide publica. Epidemiologia.
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Abstract
The objective of this study was to analyze the clinical profile of patients positive for muberculosis
through an epidemiological study, descriptive and retrospective, based on secondary data contained
in medical records of patients that amended the Hospital Universitario de Londrins comprising from
January 2010 to December 2014. From the medical records available for analysis at the moment
of study 86 cases were positive for mberculosis, being the majority male (§5/76%) with age zroup
comprized between 2 to 91 years. The main symptoms presented were cough (50/58%), fever
(45/52%) and weight loss (34/40%). Regarding the clinical form, 58/67% of the patients presented
the pulmonary form, amd 28/33% the non-pulmonary form. Pesitive cases for tuberculesis in
association with HIV/ATDS corresponded to 32/37%. Harmful habits were also reported in patients
n which 30/34% were smokers, 2{0/23% dmg users and 14/16% were alcoholics. Against scarcity
of published data referring to tuberculosis in our region and its relevance to public health, our
smdy contributes to the epidemiological aspects mainly in relation to the high number of cases of
coinfection with Human Immumodeficiency Vims and patients with evolution to death, assisting the
development and implementation of campaigns or projects aimed at early diagnosis and treamment.

Keyword: Toberculosis. Public health. Epidemiology.

Introducio

Amberculose (TE) € wma deenca infectocontagiosa
causada pela bacteria inmfracelular AMycobacterium
rubgrculosizs ou bacilo de Koch (BE), que afeta
pricritariaments os pulmdes, embora possa acometer
outros orgaos e sistemmas (WHO, 2015).

A tramsmizzfio da TB € direta e asérea, quase
exclusivamente por seTossols de tosse e a aglomeragdo
de pessoas apresenfs-ss como o principal fator
de tmansmizsio. Ma slimentacio, falta de higiene,
tzbagismo, alceolismo ou qualguer outre fator que
gere baixa resisténcia organica, também favorecs o
estabelecimento da T (SHETE et al., 2005).

A exposigio a M. ruberculosis na maioria dos casos
& assintomnatica, podendo causar em alpuns pacisntes
sintomas semelhantes ao de uma gripe. Tosse seca e
confinua, postericrmente com secTecio & com duragio
de mais de quatro semanas, sndoTese DOMIMA, CANSAGO
excessive, palidez, falta de apetite & rouguidio sdo
os sintomas da doenga. Dificuldade na respiragio,
eliminacio de sangue e acommlo de pus na pleuss
pulmonar 30 caracteristicos emn Casos Mmais graves
(BRASIL, 2015; SHETE et al,, 2015).

ATE é capaz de comprometar mais de wm orgio am
um mesmo paciente, podendo expressar-se por formas
disseminadas come 3 cufinea agnda disseminada
{miliar) ou extrapulmonares. Az formas clinicas
exrapulmonares sio decorrentes da disseminacdo
des bacilos pela comente sangunines e'om linfatica,
3 partir do foco de imoculagdo inicial no pulmio,
e sdo classificadas segunde a localizacio: pleural,
zanglionar periferica, osfecariicular, geniturinaria

e meningoencefalica (AROFRA et al., 2016
SANDGREN; HOLLO; VAN DER WERF, 2013).

Todas essas formas clinicas estio infimamente
relacionadas com 3 resposta imume A resposta
imune tem papel fundsmental na defesa comtra AL
ruberculosiz, constimindo o principal impedimento
para & ocorréncia das infecgdes disseminadss gue
estio associzdas ao elevado indice de mortalidade
(O"GARPRA et al |, 2013). No entanto, 3 resposta imune
contra M. ruberculosis € complexa e incompletamente
caracterizada, o gue dificulta o desenvolvimento de
novos testes, VACcinas e Tatamentos.

Embora seja evidente o papel fundamental das
celulas T CD4 juntamente com as cifocinas intarlancing
12 (IL-12), interferon gama (IFM-y) e fator de necrose
mmoral alfa (THF-0) oo controle da infecgio por
M. iuberculosiz, ainda nio hi compreensio exats
dos fatores que determinam a3 resisténcia de algums
individuos frente 3 infecgio por M. ruberculosis,
enquants outres sio susceptiveis (BIMI et al., 2015;
CLIFFORD et al., 2015; ETHA et al., 2014; GEORGE
et al., 2015; HOSSATN; NORAZMI, 2013; EASSA
et al, 2016; LAT at al, 2013; WU et 1, 2017).
Eniretanto, sabe-se que 3 imunidads protetora de A
ruberculosiz pode impedir a multiplicagie de bacilo,
sem 3 eliminacdio completa deste patdzeno.

Dados epidemiologicos demonstramy que 1wm
tergo da populacio mundial esti infectads com AL
ruberculosiz & sagundo 3 Orgamizacio Mundial de
Sande aproximadaments nove milhdes de novos cases
da T foram relatados em 2008 (WHO, 20135).

Semina: Ciéncias Biologicas & do Sodide, Londring, « 38, n. 1, p. B9-98, jonjun. 2017

99



~N o ok whN

Perfil clinico de pocientes com diognéstico de tuberculose atendidos no Hospital Universitario de Londrina...

Amalmente, ¢ Brasil ocupa a 16 posicio ente
o5 22 pases com maior carga de TB e a 111* posicao
em nivel de incidéncia (WHO, 2015). Desta forma, a
tuberculose continua sendo & segunda principal causa
de morte de doenga infecciosa em todo ¢ mundo
(AMAFRE et al, 2015). Segpundo Brasil (2014), o
Brasil regisrou 71230 novos casos de TB em 2013,
A incidéncis da doenca no pais foi de 36,7 casos para
cada 100 mil habitantes, o que indica queda de 20.3%
em relagio a 2003, quande 3 taxa era de 44.4 casos
para cada 100 mil pessoas.

Mo periodo de 2015 a 2016 houve 3.044 casos de
mberculose confirnados no estade do Parana Destes
casos, 282 foram notificados na regifo de Londrina.
Meste mesmo periodo o municipic de Londrina
apresenton 75% dos casos potificades como forma
pulmonar e 15% dos casos TB notificados apresentavam
coinfeccdo com o Vims da Imunodeficiéncia Humana
(HIV) (BRASIL, 2016).

Embora & TB seja uma das majores causas de
mortalidade ¢ morbidade em mnitos paises, & um
problema de sande de alts relevancia, o sucesso mo
tratamento desta doenga & largaments dependente da
adssio do paciente ao esguema adotado (BOGAZ,
2016). Mo PBrazil, o esquema terapeutico atual
& altaments efetive com capacidade para curar
praticamente tedos os casos sendo  formecido
rramitamente pela Redes Pablica, atraves do Programa
Macional de Controle da Tuberculose (BRASIL, 2015).

Em 1993, a OMS declaron a TE uma emergéncia
mumdizl, wutilizande a estratégia do Tratamento
Diretamente Observade (Directly Qbzerved Trearment,
Short-course - DOTE) para atingir um maior percentual
de cura e de deteccio dos cases e redusir o abandono
ao ratamento (WHO, 2015).

Esta esirategia foi elaborada com base em cinco
elementos fundamentaiz: detecgdo dos casos da TE por
baciloscopia entre pacientes sintomaticos respiratorios
que demandzm os servigos gerais de sande; watamento
padronizado de curta duragdo, diretaments obsarvarvel
& monitorado em suz evolugdo; provisdoe regular de
medicamentos; utilizagio de sistema de regisiro e
informacio que assegpure 3 avalizgio do tratamento
& o compromisso politice colocando o comtrele da
TB como prioridade entre az politicas de saade (EL
EAMEL etal., 2015).

Em 1979, o sistema de rataments preconizado
para TB era composto pelo esquema I Rifampicina +
Isoniazida + Pirazinamida (RHZ), no entanto, a partic
de 2009, foi infreduzido o etambutol como guarto

firmace ma fase imfensiva de tratamento, devido
a0 sumento da resisténcia primara 3 isomazida. O
esquema basico (RHZE) é indicado para casos novos
de fuberculose pulmensar e extrapulmonsr (excete a
forma meningoencefalica) de adultos e adolescentes.
A spresentacio farmacologica desse esquema passa
a seT em comprimidos de doses fixas combinadas
dos quatro medicamentos (RHZE), nas seguintes
dosapens: B 150mz, H 75mg, Z 40mg e E 275me. Nos
casos de recidiva apés cura ou retorno apés sbandono
de fratamento, inicis-se o esguema basico, mas &
solicitada cultura de escamo e teste de sensibilidade
para escolha dos farmaces (BRASIL, 2015).

WNos casos de pacientes gue apresentem
hepatopatias, efeitos colaterais ac esquema RHZE,
ou gque fazem uso de imumossupressores ou ainda
pacientes com HIV on Sindrome da Imunodeficiéneia
Adquirida (AIDS), tuberculose meningoencefalica
ou que apressntem Tesisténcia so tratamento RHZE,
o esgquema padromizado & para multirresisténcia ou
esgquemsas especiais individualizados (BEASIL, 2015).

Diznte do aumento da incidencia de TB, tanto em
regides ropicais quanto subtropicais, se faz necessario
arealizacio de metodos de agdes e buscas envelvendo
zovernos, membros das Macoes Unidas e orgdes de
communidade cientifica que trabalhem arduaments para
que a mortalidade refarents tanto a twberculose, quanto
a outras infecgdes associadas ou ndo 3 essa doenga,
como por exemple, HIV/AIDS, sejam mimimizadas
(PONCE et al., 2016).

Em virtude da relevincia da tuberculose para a
sande publica e diante da escassez de dados publicados
referentes a0 355UNto 1A NOSSA Tegiio, o nosso ohjetivo
foi analizar o perfil clinico de pacientes positives
para tuberculose e gue foram atendidos no Hospital
Universitario de Londring no penodo de 2010 a 2014,

Material e Meétodo

Trata-se de um estudo epidemiologico, descritiva,
retrospective com base de dados secundarios contidos
em pronfuarios dos pacientes. A pesquisa foi realizada
no pericdo de janeiro de 2010 a dezambro de 2014, por
meio da analise de prontuarios de pacientes portadores
de mberculose atendidos no Hospital Universitario de
Londrins-PE. Todos os pacientes foram identificados
araves da busca elewimica ao sistema do hospital,
e inchudos no esude. Em segwida, os prontuarios
commespondentes aos mimeros identificados foram
lecalizades e proceden-se as coletas de dados dos
prontusrios de pacientss diagnosticades com TB,
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principalmente por baciloscopia, cultura e biopsia.
Ko periedo de janeiro de 2010 a dezembro de 2014
foram registrados eletronicamente 94 casos positives
para tuberculose, sendo 34 pronmarios stvos. Outras
informagdes coletadas foram referentes a sexo, idade,
aspectos clinicos, tipe de toberculose diagnosticada
(tuberculose pulmonar e nio pulmonar), habitos como
tabagismo, wso da alcool & drogas ilicitas, asseciagio
com HIV/AIDS, esquemsa de frataments & casos de
obitos. Os dades foram catzlogados em planilha do
programa Excel, e a analiss dascritiva e representagdaes
rraficas foram realizada: por meio de Sequéncias
absolutas e relativas uwtlizande o programa GraphPad
Prizm 3.

Este estudo fol aprovado pelo Comité de Efica em
Pesguiza em Seres Humanos da Universidade Estadual
de Londrina, - 1.306.715.

Eesultados

Dentrs o 5§ prontuarios afivos pars 3Cesso Do
momente da coleta de dados, a frequéncia observada
foi maior para o sexo masculine (65/76%). A faixa
etaria dos pacientes avaliados variou entre 2 & 01 anos
com media de 41,7 e desvie padrdo 17,3

Dientre os sinais clinices spresentades, os mais
frequentes foram tosse (30/58%), febre (43/52%) e
perda de peso (34/40%) (Tabela 1).

Em relacio ao tipo de TB diagnosticada 5867
apresentaram 3 forma clinica pulmonar e 2833% a
forma ndo pulmonar (Figara 14).

0O mimers de casos de paciemfes positivos
para tuberculose em associagdio com HIV/ATDS
corresponden a 32/37% dos casos (Figara 1B).

Quanto zos habitos dos pacientes positivos para
TB, 30V34% dos pacientes eram tabagzistas, 20/23%
usuirios de drogas e 14/16% eram etilistas (Figura
1C) & o5 demais (36/27%) nio apresentaram habitos
prejudiciais.

Quande verificada 2 forma clinica dos pacientes
que apresentavam 3 forma nio pulmenar foi possivel
identificar gue os locais acometidos com  mais
frequéncia foram: ganglionar periférica 8/20%;,
intestinal 7/25%, sistema nervoso ceniral (SNC) 2/T%
2 os3ea 2/4% (Tabela 2).

Pacientes acometidos em pelo menos dois locais
diferentes, classificados come a forma clinica
disseminada, apresentavam as segmintes localidades:
ranglionsr periferica e infestinal 1/4%, zangliomar
periférica e sistema nervoso cemiral (SNC) 1id% e a
forma urindria atinginde os rins e bexiga 1/4%. Em

prontearios de doizs pacientes nio havia informacio
dos locais de disseminacdo da doenga (Tabela 3).

A formas de iratamente segmu os padroes
estabelecidos pelo programa nacional de mberculosa,
com §7T% dos casos utilizande o esquemsa I (BHE),
indicado para o tratamento inicial, e 41/48% fizeram
ns0 do esquema I reforgado, que associa o etambutol
(E) aos demais medicamentos do esquema I. Almums
pacientss 5/5.8% foram tratados associando-se
o3 dois esguemas (RHZ+RHFE) em mMomentos
diferentes. Outros esquemas whlizando levofloxacina
ou clofaziming também foram utilizados (2/2%). Os
demais pacientes nio tiveram o esquema de ratzmento
relatado nos pronmarios (32/37,2%) (Tabela 4).

Em relagio 2o numerc de obitos, 15/17.4% dos
pacientss faleceram durante o iratamento. Denire
esses pacientes, seis possniam coinfecgio HIV/AIDS.

Tabela 1 - Principais sinais e sintomsas relatsdos em
prontearios da pacientes com disgnostico de taberculose
atendidos no Hospital Universitirio de Londrins-PR
entre o5 anos de 2010 2 2014

SINAIS E SINTOMAS N L1
Tosze 50 58
Febre 43 52
Perda de peso 4 40
Sndorese nonrna 17 0
Dispnéia 15 17
Manseas e vomitos 14 16
Astania 13 15
Diarreia a 10
Anorexia 9 10
Cefaléia 7 g
Dior abdominal 7 2
Hemopise 5 L]
Linfadsnomagalia 4 5
Hipertensio 4 5
Disfonia 3 3
Gasmite 3 3
MWizlgia 2 2
Dior toracica 2 2
Taquicardia 2 2
Anemia 2 2
Calafiio 1 1
Constipagio 1 1
Deficit motor 1 1
Dior de garzanta 1 1
Asins 1 1

Fonte: Autores.
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Figura 1 - MNimero de pacientes com disgndstico
de mberculose (A), disgnostico de tuberculose e em
coinfecgio com HIV/AIDS (B) e principais habitos
relatados em pronmuarios de pacientes com diagnéstico
de tubsrculoss (C). Os dados representam 3z frequéncias
absohutas e relativas de pacientes atendidos no Hospiml
Universitario de Londrina-PR enire o5 anos de 2010
2014.

Fonte: Autores.

Tabela 2 - Formas clinicas relatadss em pronmarios
de pacientes com diagmostico de twbsrculose do tpo
nio pulmonar stendidos no Hospital Universitasio de
Londrina-FF. enire os anos de 2010 e 2014.

FORMA CLINICANAO FULMONAR N [
Ganglionar periférica g i
Infestinal T 25
Sistema Nervoso Central (SHNC)
Oszea

Articalar

Pleural

Cutinsa

Lamnrea

Fonte: Autores.

]

b b b B3 B

Tabela 3 - Formas clinicas disseminadss relatadas

em pronmuaries de pacientss com diagnostico de
tuberculoss do tipo ndoe pulmonar stendidos no Hospital
Universitario de Londrina-PR entre os anos de 2010 &
2014.

FOFRMA CLINIC A DISSEAMIMNADA N
Ganglionar periférics + npestinal 1
1
1
2

Ganglionar perifésica + SHC
Urindria atingindo: Rins + Bexiga
Dhsserninada sem relato dos locais
Fonte: Autores.
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Tabela 4 - Esquemss terapéuticos relatados em
proofearios de pacientes com diagnostico de tubsrculoss
atendidos mo Hospital Universitario de Londrina-PR
enire o5 anos de 2010 & 2014.

ESQUFMAS TERAPEUTICOS il ]
Fifampiciza, honiarids ¢ pirarinamida (FET) 5 7
£ | Sifamicing, (sanazids s piimid

41 Ll
(BEIZE) .
RHZ @ postaricoments BHZE 3 ]
Levofloxacina 2 1
Clofarimiza 2 1
Saps ralxim iz 37
Fomte: Antores.
Discussio

Dados epidemiclogicos do Paranid e Londrina
compreendidos entre os anos de 2010 a 2014 apontam
Londring come 2 segunda cidade com maior nimero
de casos confirmades de tuberculose no estado. Neste
mesmo periodo a regifo de Londrina apresenton 836
casos notificados sendo que destes 488 apresentavam
confirmacio laboratorial (58%), sendo 3 maioria
homens {75%), com faixa etiria compreendia de
recém-nascidos a majores de 80 anos e 119 casos
{14%) coinfectados com HIV/AIDS (BRASIL, 2016).

A cidade de Londring conta com diversos niveis de
atencio 3 sands, inclusive com ambulaterio raferéncia
para o rataments de TB e AIDS. Sendo assim,
durante o periodo de esmudo reslizade no Hospital
Universitario de Londrina estavam disponiveis para a
analise 26 prontuirios de pacientes com disgnostice
positive para TB.

Enconframos em nosso estude predeminio de
pacientes do sexo masculino positives para tuberculose
{76%), o gue corrobora com os dados notificados
no municipio durante este periode (BRASIL, 2018
e fambém Com OUTOs ANOTES QUe SPOntam maior
acometiments em pacientes do género masculing
({CHEADE et al, 2009; LEMOS et al, 2012;
SANDGREN; HOLLO; VAN DER WEERF, 2013).
Segundo Lemos et al (2012) a combinagio de fatoras
responsaveis pela diferemca socizl sntre homens e
mulheres, decorrentes de distingdes comportamentais
& culturais podem estar relacionados a este aumento.

Dentra os sinais clinicos relatades nos prontuarios
analisados, destacam-se a tosse, febre, perda de
peso, sudorese notuma,  dispoeia,  hemoptise,
linfadenomegalia, disfomis, dor tordcica, smemia,
calafrio, deficit motor, dor de garganta e asma estando
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presentas no inicio da infecgio e sdo tpicos de doenca
Com acometimento pulmonar MLA_R.CGN-RDEA&'G
et al, 2016). Por owwe lado, sinais e sinfomas
COmO: Dauseds e vOmitos, astenia, diamreis, anorexia,
cefaleia, dor abdominal, hipertensio, gastrite, mialgia,
taguicardia e constipagio podem ser gerades como
reacoes adversaz ac: medicamentos utilizades no
tratamento e, portante, aparecends apos o inicio da
terapeutica (BRASIL. 2015).

Alcantara et al. (2012) reslizaram um estudo
transversal entre 2008 e 2009 em trés unidades de
saude de Fortaleza-CE. Os amfores revelaram gque
anorexia, perda de peso e febre estavam associados 3
mberculose pulmonar, ressaltando que a perda de peso
poderia ser usada como indicador de TB pulmonar
pacientes com tosse cromica com duragio acima de
duas semanas.

A perda de peso foi o terceiro (40%) simal
clinico mais apresentado pelos pacientes noss0
levantamente. Deficiéncizs  de  micromirientes,
especial, vitamina: e minerais sdo importantes
ne metabolismoe, na funcdo celular e defesa contra
mberculose (BHARGAVA atal, 2014; HAVASHI ezal.,
2014; EANT; GUPTA; AHLUWALTA 2015 TANG;
TAM; CHEN, 2014; WHO, 2013). O conhecimento
dos efeitos de microouirientes e suss interagoes
com tuberculose™ IV & de grande impostincia
nas esirategias abrangentes de planejamento para
promover a saude atraves da nuiricio & para sumentar
a eficacia da terapia especifica (AMARE et al., 2015).

Mossa anslise zpontou que dos 86 cases de
tuberculose, 28 casos foram de tuberculose ndo
pulmonar, comespondende a  33%.  Sepundo
Yasui (2014), a maioria dos casos de adultos com
mberculose secundaria nio pulmonsr & induzida por
reativagio endogena, quando os bacilos se multiplicam
rapidaments por falha do controle imunologico do
hospedeiro. Fatores como desnuirigdo, envelbhecimento,
desagem de medicamento imunossupressor e infecio
por HIV podem estar envolvides nessa ativacio
(RODRIGUES; FIEGENBAUM; MARTING, 2010).

Dientre o5 casos anslisados foi pessivel observar
que pacientss que apresentzvam formas clinicas do
tipe nio pulmonar eram acometidos principalments
nos ganglios, intestino, sistema nervoso central e
ossos. Além disso, dnco pacientes foram acometidos
mais de wma regide sem contar a regido pulmonar
e plenral, sendo estes considerados em condigio de
mberculose disseminada.

Ouiras aspectos evidenciam que wm mamero
consideravel de pacientes apresentavam habitos
necives como o tabagismo e alcoolismo, o gue os
tomam mais susceptiveis 4 infeccio por tuberculoss.
O mesmo pode ser observado em estudo realizadoe no
municipie de Londrins-PF., nos anos de 2001 a 2008,
onde 2 observou gue denfre of agTavos comumente
associados 3 mberculose, ATDS e ¢ alcoolismo foram
oz mais Fequentes (COOSTA TUKIOR, 2011).

0= dados analisados neste estudo spontaram 32
casps positives para ubercalose HIV com idade entre
24 e 50 anos, padrio semelhante aos casos relatados
anteriormente na literatura, onde demais auntores
identificaram que a faixa etiria predominante nos
casos de toberculose IV ocorme jovens adultos,
compondo uma parcela significativa da populacdo
economicamente ativa (CHEADE etal., 2000; LEMOS
et al., 2012; SAMDGREM; HOLLD; VAN DER
WERF, 2013). No Brasil, a faixa etaria dos individuos
mais atingidos pela tuberculose compreende dos 20
aos 49 anos, sbrangendo em tomo de §3% dos casos
novos da doenca registrados em 2009 Uma das
possiveis explicagdes para a elevada frequéncia da
coinfecgio em jovens sdultos relacions-se aocs habitos
adotados por estes, Uma Vez que estdo mais expostos
ao M. ruberculosiz e ao HIV (LEMOS et al | 2012;
RODRIGUES; FIEGENBAUM; MARTING, 2010).

0 taste rapide para HIV & uma recomendagio do
Miniztério da Sande voltada para todos oz pacientes
com mberculese, isse se deve ao fato de as pessoas
com HIW estarem mais propensas & desenvolver a
mberculose ativa em comparacio 3 populacio geral,
sendo frequente o diagnostico da infeccio pelo HIV
ocommer durante o curse da moberculose (BEASIL,
2013). Estas recomendacbes sdo principalmente
porque dentre as doencas gue sdo consideradas as
principais responsavels pela situacio de calamidade
publica & econdmics mundial estio 3 tuberculoss,
AIDS e a malara. Mas condigdes socicecondmicas
coniribuem para maior vulnerabilidade da populagio
is doengas infectocontagiosas, principalmente pela
desnuirigio, a falta de acesso a0s servigos de sands e
meios de prevengio. Alem disso, sssas doengas podem
intarferir no desenvolvimento econdmico desses paises
por acometer a populagSo economicamente ativa (DI
GEMNMARC et al., 2017).

A imunodepressio em pacientes coinfectados com
mberculese HIV & wma das causas mais frequentes de
maorte (TEINH et al., 2016). Nossos achados (o=6/40%)
demonstram a grave relagio entre as duas morbidades,
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indo de encontre com demais estudes, onde relataram
gque o5 pacientes com TE também tiveram uma
progressdo mais rapids para infecobes opormunistas
associadas 3 ATDS, sugerindo que os mecanismos para
este aumento da mortalidade foi devide so deficit da
immunidade (FABALI et al., 2013). A fnfeccio por HIV
envolve mecanismes gque conduzem a reativagao de A
tuberculosiz nessas pacientes. O virus € capaz de alterar
a fungio das células T CD4° que coordenam a defesa
imunoldgica contra virus e bactérias, sumentando
assim em 20 vezes a probabilidade de conversdo de TE
latente em tuberculese ativa, que & uma das principais
causas de morte em individuos acometidos pela ATDS
(LEMOS et al., 2012).

Coormn o objetive de controlar a doenga, a Organizacio
Mundial de Saude recomends o frataments complato
em, no minime, 35% dos cases diagnosticados.
Para que izzo seja possivel, & mecessaria uma rede
de servigos bem organizada e gerenciada, além de
informagées de qualidade gue sdo fundamentais para
3 implementacic dessa estratégia. Meste comfexio, o
Hospital Universitario de Londrina é referéncia 3 nivel
terciario para o tratamento de tubsrculose, & apresents-
se Ccome um dos municipios prieritaries de acordo
com o Programa Wacional de Controle da Tuberculose
(BRASIL, 2014).

Em esmdo rerospective, Seiscento (2012)
demonstrou que o tatamente da mberculose em
pacientes immpnossuprimides (infeccio pelo HIV,
diabetes e insuficiéncia renal) pode camsar diversos
efeites colaterais como insuficiémcia remal e outras
doengas pulmonares. Mo entanmto, o autor ressalta
3 importancia de wn momitoramento do paciente
durante o tratamento devido acs efeitos colaterais das
drogas antituberculose. Visando isso, profissionais de
Unidades da Atengio Basica sio capacitados pars o
aconselhsmento e a execugdo de testes rapides amfi-
HIV e de testes tuberculinicos, seguinde a orientacio
de descentralizar e agilizar o diagnostico de coinfacgio
tuberculoseHIV e, da mesma forma, o ratamento da
tuberculose latente (SEISCENTO, 2012). Enmetants,
muitos pacientes ndo aderem a0 ratamento oun
abandonam apds um peredo.

Diznte das precarias condigdes socioecondmicas,
o controle da mberculose permanece um desafio. A
desourmigio, a falta de zcesso e recursos fomecidos
a0 servigos publicos de sande contribui para a
vulnerabilidade da populagdo e para a prevaléncia
de doengas infectocontagiosas. Em ambito global,
3 infecgdo pelo HIV tem modificado a tendéncia

epidemiologica da mberculose, principalments em
paises onde ha indices alevados da doenca (EWAMN;
EENST, 2011; TANG: YAM: CHEN, 2016). Apesar do
Brasil ter apresentado uma diminuicie no cosficients
de incidéncia de TE, existem desafios para a redugio
do mimero de casos da deenca, visto que o pals ainda
registra cerca de 73 mil casos novos por ano.

Sendo assim, sio de grande responsabilidade a
investizacio e a prevencdo da mberculose, sxigindo
maior atengio dos profissionais e argios competentes,
uma vez gue representa um problema grave para a
samda publica. Isso porque, os aspectos decomentes da
baixa suspeicio da doenga e do atraso na solicitagio do
exame de baciloscopia de escarro, podem prejudicar o
diagnostico precoce (POMCE et al, 2016)

Mo inmito de se diapnosticar rapidamente
dimimminde pimeros de pessoas infectadaz e
consaquentaments nimers de  obites, um  tests
inovador para a identificagio rapida da tuberculose &
oferecido oo Sistema Unico de Sadde. Mo exame de
baciloscopia do escammo, o resultado leva 24 horas e
outres 60 dias para a analise da cultura de identificacio
de micobactériaz. O teste Gemelpoers & totslments
antomatizado, identificando-se frapmentos do DNA da
micobacteria no escarre dentro de duas horas e com
risco minimo de contaminagio (BEASIL, 2014).

Mosso estudo apresenta a importincia da TE em
diversos aspectos e aponta dados gue permitem maiores
esclarecimentos sobre o assunto, principalmente em
relagio ao elevado nimero de casos de ceinfacgio
com HIV & pacientes com evolugio 3 dbito em nossa
regido, contribuindo assim, para ¢ desenvolvimento e
implementacie de campanhas ou projetos que visem
o diagnostico e trataments precoce, proporcionando
3 melhoria da qualidade de vida e cura dos pacientes
portadores de TH.
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Abstract

Coinfection between tuberculosis and strongyloidiasis is significant to public health given
that the two diseases have a high incidence and present coincident vulnerable populations. In
light of the increase in tuberculosis in tropical and subtropical regions, which are areas with
a high prevalence of helminthiases, especially strongyloidiasis, the aim was to describe an
anti-strongyloides IgA, 1gG, and IgG immune complex antibody response profile in patients
with pulmonary tuberculosis (TB). Samples were collected from 100 individuals: group I,
with 50 healthy individuals; and group Il, with 50 TB patients. The IgA, 1gG, and 1gG-IC
detection was carried out via an ELISA immunoenzymatic test, using alkaline extract from
S. venezuelensis larvae as an antigen. The area under the ROC curve and diagnostic
parameters were calculated. The IgA detection in the saliva was 34% in group | and 66% in
group Il (p<0.05). 1gG was detected in 46% of the saliva samples of group | and 52% of
group Il. For IgG-IC, 38% were positive in group | and 68% were in group Il (p<0.05). In
the serum there was 36% positivity for IgA in group | and 60% in group Il (p<0.05). In
relation to the 1gG detection, group I showed 46% positivity and group Il showed 58%. For
this serum 1gG-IC detection, it was 34% in group | and 68% in group Il (p<0.05). This is a
pioneering study that presents promising results and an innovative proposal for the use of
saliva samples, especially for IgG immune complex detection in patients with TB.

Keywords: immunodiagnosis, saliva, immune complex, tuberculosis, strongyloidiasis.
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1 INTRODUCTION

Epidemiological data show that one third of the global population is infected with
Mycobacterium tuberculosis and 10.4 million people in the world fell ill to tuberculosis in
2016, 1.3 million of which died as a result of the disease.' Immune response is fundamental
in the defense against M. tuberculosis, constituting the main barrier to the occurrence of the
disseminated infections associated with the high mortality rate.> The immune response
against M. tuberculosis is complex and not fully characterized, which makes the
development of new tests, vaccines, and treatments difficult.

Despite few reports in the literature, coinfection between tuberculosis and
strongyloidiasis, an infection caused by the Strongyloides stercoralis helminth, is relevant to
public health, given that both diseases present a high incidence and coincident vulnerable
populations.3**

During the course of coinfection, the immune response is closely linked with the
negative modulation of the humoral response against M. tuberculosis antigens,®’ thus
precise diagnosis of strongyloidiasis can avoid cases of morbidity and mortality.
Immunodiagnosis of strongyloidiasis using saliva samples®® can effectively contribute to the
early detection of this infection so as to avoid cases of coinfection.

The last few years have seen an increase in research using specific salivary
antibodies, which are useful in epidemiology and toxicology,®!® demonstrating the

11213 and helminthiases, such as S.

importance of saliva in diagnosing protozoan infections
stercoralis.>****> Besides antibodies, the infectious diseases promote the formation of
antigen-antibody immune complexes. These immune complexes are important in diagnosis,
since they can also be used in screening for the disease;**®'" however, there are no reports
on the detection of immune complexes in saliva samples derived from individuals with
pulmonary tuberculosis and coinfected with S. stercoralis.

In light of the gravity caused by coinfection between strongyloidiasis and TB, and
the high mortality rate involved, the use of immunodiagnosis may contribute to a quick and
effective diagnosis, enabling the early treatment of individuals and minimizing the harm

caused by this coinfection. Thus, our aim was to carry out the detection of IgA, 1gG, and
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IgG immune complex in paired samples of serum and saliva for diagnosing strongyloidiasis
in patients with pulmonary tuberculosis.
2 MATERIALS AND METHODS
2.1. Ethical considerations and recruitment of individuals

The study was approved by the Human Research Ethics Committee of the State
University of Londrina (decision number 1,306,715), in the State of Parana, Brazil. Paired
samples of feces, serum, and saliva were obtained from patients in treatment at the Dr.
Bruno Piancastelli Filho Center of Reference for Tuberculosis of the city of Londrina. And
the apparently healthy controls were obtained voluntarily from students at the State

University of Londrina.

4.3. Study group and samples

Biological samples were collected from 100 individuals and divided into two groups:
group I, with 50 apparently healthy individuals based on clinical observation of them, with
no evidence of contact with S. stercoralis infection and no previous history; and group I,
with 50 patients in treatment for pulmonary tuberculosis.

Fecal samples were analyzed in accordance with Hoffmann et al.,'® Rugai et al.*®,
and the agar plate culture method.?® Serum samples obtained from the blood were stored at -
20°C until use. Unstimulated saliva samples were collected with the help of clean cotton
buds and after washing the oral cavity with water; the samples were distributed into aliquots
and conserved until use, when they were slowly thawed and centrifuged at 12,400 x g for 15

min.

2.3. Obtainment of S. venezuelensis filaroid larvae

Third stage (L3) infectious Strongyloides venezuelensis larvae were obtained from
carbon cultures of feces of mice (Rattus norvegicus of the Wistar line) experimentally
infected and retrieved by Rugai et al."® The larvae were washed five times in a phosphate
buffered saline solution (PBS, 0.01 mol/L, pH 7.2) and stored at -20°C in PBS until use in

the antigenic preparation.

2.4. Alkaline extract from L3 S. venezuelensis larvae



© 00 N o o B~ WwDN B

10
11

12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31

112

The alkaline extract was prepared in accordance with Machado et al.,?* with
modifications. Approximately 300,000 S. venezuelensis filariform larvae were used.
1 mL of NaOH (sodium hydroxide) 0.15 M with protease inhibitors was added to the tube
containing the solution resulting from the larvae break-up (5 freeze-thaw cycles using liquid
nitrogen with maceration), and this preparation remained at rest for 2h at 4°C under
agitation. Subsequently, 0.5 mL of HC1 (chloric acid) 0.3M was added to the solution to
achieve a neutral pH (7.0) and the mixture was centrifuged at 10,000 x g for 30 min at 4°C.
The supernatant (alkaline extract) was analyzed with regards to protein content as according

to Lowry,? divided into aliquots, and stored at -20°C until use.

2.5. IgA and IgG detection using the ELISA method

Preliminary experiments were carried out to determine optimal conditions for titration
of reagents via ELISA (antigenic extract, serum and saliva samples, controls, and
conjugate). Briefly, low-affinity microplates (Olen, S&o José dos Pinhais, PR, Brazil) were
incubated for 18h at 4°C with 5ug/mLde alkaline extract from S. venezuelensis in 0.06
mol/L carbonate-bicarbonate buffer (pH 9.6). The plates were washed three times with PBS
containing Tween 20 at 0.05% and blocking was carried out for 30 min at 37°C with
PBSTM 3%. Subsequently, the plates were incubated with saliva samples (50 pL/well) with
a 1:2 dilution (IgA and IgG detection) and incubated for 45 min at 37°C. The serum
samples (50 pL/well) were diluted to 1:20 (IgA detection) or 1:80 (IgG detection). All the
biological samples were tested in duplicates. Human anti-IgA goat antibody (Sigma, St
Louis, MO, USA) marked with peroxidase was added to the plate, in a 1:500 dilution for the
saliva sample and 1:1000 dilution for the serum sample, as well as human anti-lgG goat
secondary antibody (Sigma, St Louis, MO, USA) conjugated with peroxidase in a 1:5000
dilution for the saliva sample and 1:10,000 for the serum sample, for a final sample volume
of 50 pL/well. These were incubated for 45 min at 37°C. The reaction was revealed by the
addition of 50 puL of a mixture containing 0.05 pg of o-phenylenediamine (Sigma-Aldrich
Co., St. Louis, USA) and 5 pL of 30% hydrogen peroxide (Merck, Rio de Janeiro, Brazil) in
12.5 mL of citrate-phosphate buffer (0.1 M, pH 5.5). The plates were incubated for 15 min
at ambient temperature. The reaction was paired by the addition of 25 pL/well of H2SO4 2N

(Vetec, Rio de Janeiro, Brazil). The optical density (OD) was determined at 492 nm using an
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Epoch™ plate reader (BioTeklnstruments, Inc., Winooski, VT, USA). The results were
expressed as an ELISA index (EI), where the cut-off value was calculated by the ROC curve
(operational characteristic of the receptor).

2.6. 1gG immune complex detection in saliva and serum samples

Preliminary experiments were carried out to determine the optimal conditions for
ELISA using the serial dilution of the reagents (antibody, saliva and serum, control, and
conjugate). High-affinity polystyrene microtitration plates (Costar, Corninglncorp., NY,
USA) were coated for 18 h at 4°C with 50 pL/well of 1gG obtained from rabbits immunized
(40 pg/mL)? in a 0.06 M carbonate-bicarbonate buffer (pH 9.6). After three washes with
PBST, 50 pL/well of (pure) saliva or (1:80) serum samples were added and incubated for 45
min at 37°C. All the biological samples were tested in duplicate. The positive samples for
anti-S. venezuelensis, both in the saliva and in the serum, were used as a control. After
incubation and another three washes, human anti-IgG goat antibody marked with peroxidase
(Sigma, St Louis, MO, USA) (50 pL/well) was added in a 1:5000 dilution for the saliva
sample and 1:10,000 for the serum, for 45 min at 37°C. The reaction was revealed as

described in the item above.

2.7. Statistical analysis

The analyses were carried out using the GraphPadPrism software version 5.0. The
cut-off, for each ELISA reaction condition, was established using a ROC (receiver operating
characteristic) curve, which provided the diagnostic parameter of the area under the ROC
curve (AUC), sensitivity and specificity.”* The ELISA index (EI), used for presenting the
data, was obtained by the ratio between the DO and the chosen cut-off and EI values >1.0
were considered positive. The data were verified regarding the distribution pattern and the
comparison between the groups was made using unpaired t tests or the Mann-Whitney test.
Probability values (P) <0.05 were considered significant.

3 RESULTS
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In the coprological diagnosis, two individuals (4%) were observed to be positive for
S. stercoralis in group Il (patients with pulmonary tuberculosis).

The 1gA, 19G, and 1gG immune complex (IgG-1C) antibodies detection in the saliva
samples is illustrated in Figure 1A. The analysis of the saliva samples in group | (negative
control) showed 34% (n=17) for IgA, 46% (n=23) for IgG, and 38% (n=19) for anti-S.
stercoralis 1gG-IC. In group Il (patients with pulmonary tuberculosis), 66% (n=33) of the
samples were positive for IgA, 52% (n=26) were for IgG, and 62% (n=31) were for 1gG-IC.
The median of the EI in the detection of IgA in the saliva was higher for group Il (M = 1.74
x 0.74; U = 803.5, P = 0.0021). The IgG test, with saliva samples, did not show any
difference between the groups tested. The patients with tuberculosis (group Il) presented a
higher EI for 1gG-IC in comparison with the healthy ones (group I; M = 1.44 x 0.69; U =
713.0, P = 0.0002).

Figure 1B shows the positivity for IgA, IgG, and IC-IgG in the serum samples. In
group I, 36% (n=18) of the individuals were positive for IgA, 46% (n=23) were for IgG, and
34% (n=17) were for 1gG-IC. In group Il, 60% (n=30) of the patients were positive for IgA,
58% (n=29) were for IgG, and 68% (n=34) were for 1gG-IC. The patients with tuberculosis
presented the same profile of difference observed in the saliva and in the serum; that is,
higher values for IgA (M =1.03 x 0.82; U =861.5, P =0.0075) and IgG-IC (x = 1.29 x 0.84;
t =5.596; P < 0.0001).

The sensitivity (Se), specificity (Sp), and area under the ROC curve (AUC) in the
serum and saliva samples for anti-Strongyloides IgA, 1gG, and IC-lIgG detection are shown
in Table 1.

4 DISCUSSION

Global pathogens, such as human immunodeficiency virus (HIV), species of
Plasmodium spp., and M. tuberculosis, may be present in the geographical distribution due
to coinfection with helminths.®> According to the WHO (2017), unsanitary conditions are
directly associated with the high incidence of tuberculosis and intestinal infections,
especially among low income populations." However, the data on reports of parasitic

infections are still underestimated.??°
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Infection caused by S. stercoralis is generally asymptomatic; however, in serious
cases, cases of pulmonary edema and respiratory insufficiency are common.?’ In these
situations, during the cycle, the filaroid larvae (L3) of S. stercoralis migrates to the lungs
and can further worsen the symptoms caused by the presence of M. tuberculosis in cases of
coinfection.>* Due to this fact, pulmonary symptoms (bronchospasm, cough, dyspnea, and
expectoration of blood) may be caused by the parasites,?® reinforcing the importance of
adequate diagnosis.

The infections caused by helminths can also alter immunity, which favors the onset
of diseases such as TB. The paradigm caused between the balance of pro-inflammatory and
anti-inflammatory responses in tuberculosis when associated with human strongyloidiasis is
an ever more relevant factor. A study conducted by George et al.* verified a reduction in the
frequency of TCD4" cells, as well as in the levels of inflammatory cytokines Th1l (IFN-y,
TNF-a, and 1L-2) and Th17 (IL-17), and an increase in IL-10 anti-inflammatory cytokines,
especially in patients with tuberculosis coinfected with S. stercoralis.

The data in our study, despite the low number of positive cases in the feces of the
patients with TB (4%), are consistent with other authors, since the release of larvae can be
compromised, especially due to the chronicity caused in these patients.”>?° In light of this,
immunological methods are investigated as a complementary strategy for improving the
efficiency and high sensitivity and specificity of the diagnostics used in clinical practice.*>*

Using the immunoenzymatic method, ELISA, we observed that the detection of IgA
both in saliva and in serum samples revealed more than 50% positivity and a significant
difference between the groups (p<0.05), because IgA antibodies are present both in local and
systemic responses,® making their presence, at an intestinal and pulmonary level,
fundamental in the defense against tuberculosis and also against intestinal pathogens.

Saliva samples have been used in recent years as an alternative in diagnosing
strongyloidiasis.>™ These samples offer advantages such as easy obtainment, non-invasive

collection, and low cost,®***°

they act as an important immunological barrier for the control
of local and systemic pathogens, as well as presenting an abundance of immunoglobulins, a
fact which is demonstrated in this study.

Our data show a similar pattern between the groups in relation to the detection of 1gG

in the saliva; however, one possible explanation is related with the negative modulation of
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the humoral response in patients with tuberculosis. Anuradha et al.®° experimentally
demonstrated a reduction among the levels of IgM and IgG antibodies specific for M.
tuberculosis, as well as in levels of BAFF (B-cell activating factor) cytokines and the
proliferation-inducing ligant (APRIL), related in turn to the number of B memory cells and
plasmatic cells. The resistance caused by the coinfection of these pathogens can cause the
exacerbation of the associated inflammation, and in the absence of immunoregulatory
controls induced by helminths, may potentially contribute to an increase in the seriousness
of the disease.>*

In our study, 58% of the samples were positive for 1gG in the group with pulmonary
tuberculosis. 1gG antibodies are the biggest class of seric immunoglobulins capable of
providing protective immunity and remain for a long time period after the disease is cured.”
These characteristics are partly responsible for the success and advantages of diagnosing
strongyloidiasis by detecting this class of immunoglobulins in serum and saliva samples
from infected individuals.®*>3 It is also important to highlight that the catabolism of IgA is
relatively quick in comparison with 1gG, resulting in low concentrations of IgA in the
control group.®

In this study, the EI of the IgG immune complexes circulating in the saliva and in the
serum of the patients with TB showed interesting results when compared to the detection of
IgA and isolated IgG, contributing to the understanding of the immune response profile of
these patients when affected by strongyloidiasis. Immune complexes perform an important
role in the neutralization of infectious agents, and are quickly eliminated from the blood
flow through the innate immunological system. In addition, these immune complexes have
been reported more frequently for parasitic diseases.”** The few positive cases for 1gG-IC,
in the control group, may be explained by the persistence of IgG antibodies in an
undiagnosed infection due to the low release of larvae in the feces and/or individuals with
previous exposure residing in areas with a high prevalence of strongyloidiasis.’?*
Immunological complexes participate in the physiopathology of the disease and, therefore,
may reflect the immune response of each individual, enabling the control of this infection.

The choice of an adequate immunological method for completing the parasitological
diagnosis is essential for a precise estimate of cases of strongyloidiasis, especially in cases
of coinfection with tuberculosis. Therefore, detecting the levels of circulating immune
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complexes using an immunoenzymatic test may be very useful in cases of screening. Our
data are pioneering and present promising results and an innovative proposal for the use of
saliva samples, especially for IgG immune complex detection in patients with pulmonary

tuberculosis.

ACKNOWLEDGEMENTS
We thank all the patients and volunteers who participated in this study. We are grateful to
the Reference Center for Tuberculosis Dr. Bruno Piancastelli Filho of the city of Londrina

and to the Ambulatory of Specialties of the University Hospital of Londrina.

FINANCIAL SUPPORT
This study was supported by the Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel
Superior (CAPES — Grant No. 40002012026M9 (L.R.B.).

CONFLICT OF INTEREST
The authors declare that there is no conflict of interest.

REFERENCES

1. WHO - World Health Organization. Bending the curve: ending TB. Annual report 2017.
WHO, 2017; 1-76.

2. O’Garra A, Redford PS, McNab FW, Bloom CI, Wilkinson RJ, Berry MP. The immune
response in tuberculosis. Annu Rev Immunol 2013; 31:475-527.

3. Salgame P, Yap GS, Gause WC. Effect of helminth-induced immunity on infections with
microbial pathogens. Nat Immunol 2013; 14: 1118-1126.

4. George PJ, Anuradha R, Kumar NP, Sridhar R, Banurekha VV, Nutman TB, Babu S.
Helminth infections coincident with active pulmonary tuberculosis inhibit. Mono- and
multifunctional CD4" and CD8" T cell responses in a process dependent on IL-10. PL0S
Pathog 2014; 10: e1004375.

5. Bosqui LR, Silva SS, Sanfelice RA, Sampla MMM, Alvarenga DS, Lucas BB, Machado
LF, Melanda FN, Custodio LA, Pavanelli WR, Conchon-Costa I, Costa IN. Clinical profile
of patients diagnosed with tuberculosis treated at the University Hospital of Londrina,
Parana. Semina: Ciénc Biol Saude 2017; 38: 89-98.



118

6. Anuradha R, Munisankar S, Bhootra Y, Dolla C, Kumaran P, Nutman TB, Babu S.
Modulation of Mycobacterium tuberculosis - specific humoral immune responses is
associated with Strongyloides stercoralis co-infection. PLoS Negl Trop Dis 2017; 11:
e0005569.

7. Rafi W, Bhatt K, Gause WC, Salgame P. Neither primary nor memory immunity to
Mycobacterium tuberculosis infection is compromised in mice with chronic enteric helminth
infection. Infect Immun 2015; 83: 1217-1223.

8. Ribeiro VS, Feliciano ND, Gonzaga HT, Costa IN, Goncgalves-Pires MR, Ueta MT,
Costa-Cruz JM. Detergent fraction of heterologous antigen to detect IgA and IgG in
strongyloidiasis using saliva and serum paired samples. Immunol Lett 2010; 134: 69-74.

9. Bosqui LR, Gongalves ALR, Gongalves-Pires, MRF, Pavanelli WR, Conchon-Costa |,
Costa-Cruz JM, Costa IN. Immune complex detection in saliva samples: a innovative
proposal for the diagnosis of human strongyloidiasis. Parasitology 2018; 145:1090-1094.

10. Kaufman E, Lamster, IB. The diagnostic applications of saliva - a review. Crit Rev Oral
Biol Med 2002; 13:197-212.

11. Loyola AM, Durighetto AFJr, Silva DA, Mineo JR. Anti-Toxoplasma gondii
immunoglobulins A and G in human saliva and serum. J Oral Pathol Med 1997; 26: 187-
191.

12. Pinho RT, Pedrosa RC, Costa-Martins P, Castello-Branco LR. Saliva ELISA: a method
for the diagnosis of chronic Chagas disease in endemic areas. Acta Trop 1999; 72: 31-38.

13. Borges AS, Figueiredo JFC. Detection of anti-Toxoplasma gondii 1gG, IgM and IgA
immunoglobulins in the serum: cerebrospinal fluid and saliva of patients with acquired
immunodeficiency syndrome and neurotoxoplasmosis. Arq Neuropsiquiatr 2004; 62: 1033-
1037.

14. Costa IN, Sopelete MC, Gongalves-Pires MRF, Costa-Cruz JM. IgA and 1gG antibodies
in paired serum and saliva samples in human strongyloidiasis. Acta Parasitol 2003; 48: 306-
311.

15. Bosqui LR, Gongalves AL, Gongalves-Pires MR, Custodio LA, de Menezes MC, Murad
VA, de Paula FM, Pavanelli WR, Conchon-Costa I, Costa-Cruz JM, Costa IN. Detection of
parasite-specific 1gG and IgA in paired serum and saliva samples for diagnosis of human
strongyloidiasis in northern Parana state, Brazil. Acta Trop 2015; 150: 190-195.

16. Frank MM, Hester CG. Immune complexes: normal physiology and role in disease.
New York: Allergy Frontiers: Classification and Pathomechanisms, 2009. 608p.

17. De Carvalho C, Partata A, Hiramoto RM, Borborema SE, Meireles LR, Nascimento
ND, de Andrade HF Jr. A simple immune complex dissociation ELISA for leishmaniasis:



O©Coo~NooThwWwN -

119

standardization of the assay in experimental models and preliminary results in canine and
human samples. Acta Trop 2013; 125:128-136.

18. Hoffmann WA, Pons JA, Janer JL. The sedimentation concentration method in
Schistosomiasis mansoni. J Public Health Trop Med 1934; 9: 283-291.

19. Rugai E, Mattos T, Brisola AP. Nova técnica para isolar larvas de nematoides das fezes:
modifica¢bes do método de Baermann. Rev Inst Adolfo Lutz 1954; 14: 5-8.

20. Inés EJ, Souza JN, Santos RC, Souza ES, Santos FL, Silva ML, Silva MP, Teixeira MC,
Soares NM. Efficacy of parasitological methods for the diagnosis of Strongyloides
stercoralis and hookworm in faecal specimens. Acta Trop 2011; 120: 206-210.

21. Machado ER, Ueta, MT, Gongalves-Pires MRF, Oliveira JBA, Facciolli H, Costa-Cruz
JM. Strongyloides venezuelensis alkaline extract for the diagnosis of human strongyloidiasis
by enzyme-linked immune sorbent assay. Mem Inst Oswaldo Cruz 2003; 98: 849-851.

22. Lowry OH, Rosebrough NJ, Farr AL, Randall RJ. Protein measurement with the Folin
phenol reagent. J Biol Chem 1951, 29: 265-275.

23. Gongalves ALR, Silva CV, Ueta MT, Costa-Cruz JM. A new faecal antigen detection
system for Strongyloides venezuelensis diagnosis in immunosuppressed rats. Exp Parasitol
2010; 125: 338-341.

24. Greiner M, Sohr D, Gdbel P. A modified ROC analysis for the selection of cut-off
values and the definition of intermediate results of serodiagnostic tests. J Immunol Methods
1995; 185: 123-132.

25. Cardoso BA, Fonseca FO, Moraes Neto AHA, Martins ACGS, Oliveira NVS, Costa-
Lima LNGC, Dias GAS, Saad MHF. Environmental aspects related to tuberculosis and
intestinal parasites in a low-income community of the Brazilian Amazon. Rev Inst Med
Trop Séo Paulo 2017; 59: e57.

26. Paula FM, Costa-Cruz JM. Epidemiological aspects of strongyloidiasis in Brazil.
Parasitology 2011; 138: 1331-1340.

27. Pires ML, Dreyer G. Revendo a importancia do Strongyloides stercoralis. Rev Hosp
Clin Fac Med Univ Sé&o Paulo 1993; 48: 175-182.

28. Tegegne Y, Wondmagegn T, Worku I, Jejaw Zeleke A. Prevalence of intestinal parasites
and associated factors among pulmonary tuberculosis suspected patients attending
University of Gondar Hospital, Gondar, Northwest Ethiopia. J Parasitol Res 2018; 2018:
€9372145.



OO N Ol WN -

120

29. Iriemenam NC, Sanyaolu AO, Ooyibo WA, Fagbenro-Beyioku AF. Strongyloides
stercoralis and the immune response. Parasitol Int 2010;59: 9-14.

30. Buonfrate D, Gobbi F, Marchese V, Postiglione C, Badona Monteiro G, Giorli G,
Napoletano G, Bisoffi Z. Extended screening for infectious diseases among newly arrived
asylum seekers from Africa and Asia. Euro Surveill 2018; 23: 17-00527.

31. Li XX, Ren ZP, Wang LX, Zhang H, Jiang SW, Chen JX, Wang JF, Zhou XN. Co-
endemicity of pulmonary tuberculosis and intestinal helminth infection in the people’s
Republic of China. PLoS Negl Trop Dis. 2016; 10: e0004580.

32. Agrawal V, Agarwal T, Ghoshal UC. Intestinal strongyloidiasis: a diagnosis frequently
missed in the tropics. Trans R Soc Trop Med Hyg 2009; 103: 242-246.

33. Benckert J, Schmolka N, Kreschel C, Zoller MJ, Sturm A, Wiedenmann B, Wardemann
H. The majority of intestinal IgA*and 1gG'plasmablasts in the human gut are antigen-
specific. J Clin Invest 2011; 121: 1946-1955.

34. Nezlin R. Circulating non-immune IgG complexes in health and disease. Immunol Lett
2009; 122: 141-144.

35. Madhusudana SN, Muhamuda K, Reeta M. Demonstration of immune complexes by
capture enzyme-linked immunosorbent assay. Current Laboratory Techniques in Rabies
Diagnosis, Research and Prevention, 2014; 119.

36. Gongalves AL, de Aratjo KC, Carvalho EF, Ueta MT, Costa-Cruz JM. Specific 1gG and
immune complex responses to parthenogenetic females and eggs of nematode Strongyloides
venezuelensis for the diagnosis of immunosuppression in infected rats. J Helminthol 2016;
90: 342-346.

37. Ohyama K, Huy NT, Yoshimi H, Kishikawa N, Nishizawa JE, Roca Y, Revollo Guzman
RJ, Velarde FU, Kuroda N, Hirayama K. Proteomic profile of circulating immune
complexes in chronic Chagas disease. Parasite Immunol 2016; 38: 609-617.

38. Ahmad AF, Hadip F, Ngui R, Lim YAL, Mahmud R. Serological and molecular
detection of Strongyloides stercoralis infection among an Orang Asli community in
Malaysia. Parasitol Res 2013; 112: 2811-2816.11



o 01k W

121

A Gl Gll

ELISA Index (El)

IgA lgG IC IgA lgG IC

n+ 17 23 19 33 26 31
M or X 0.74* 1.01 0.69* 1.37* 1.00 1.44*
B Gl Gll
5_
4] o
*

3-+ 29
3__

ELISA Index (El)
N

=
]

0
IgA  1gG  IC lgA  1gG  IC
n+ 18 23 17 30 29 34
M or X 0.82* 0.98 0.84* 1.03* 1.09 1.29*

Fig. 1. Detection of IgA, IgG and IgG immune complex (IC-1IgG) anti-Strongyloides stercoralis in
saliva samples (A) and serum (B) determined by enzyme immunoassay using the alkaline extract L3
of S. venezuelensis expressed as ELISA index (EI). Negative control, apparently healthy individuals
(G I, n = 50) and patients under treatment for pulmonary tuberculosis (G II, n = 50). Dotted lines
represent the positivity threshold (EI> 1,0) ars positioned in the median (M, interquartile range) or
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1  mean (X, with standard deviation, italic formatting). Significant differences (* p <0.05) between the
2  groups after the t-test or Mann-Whitney.
3
4
5
6 Table 1. Sensitivity (Se), specificity (Es) and area under the ROC curve (AUC) in saliva and
7 serum samples in the detection of IgA, IgG and IC-lgGanti-Strongyloides.
Saliva Soro
AUC Se (%) Es (%) AUC Se (%) Es (%)
laA 0.68 66 0.65 60 64
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ABSTRACT

Considering the increase in cases of tuberculosis in tropical and subtropical regions, areas
with high prevalence of helminths, especially strongyloidiasis, and the particularly
challenging detection of the larvae of Strongyloides stercoralis. The aim of this study was to
detect S. stercoralis DNA in fresh fecal samples of patients with tuberculosis by using
(PCR) real-time (qPCR) and conventional (cPCR) polymerase chain reaction. The fecal
samples were obtained from 52 out-patients with diagnosis and treatment for pulmonary
tuberculosis. We analyzed all fecal samples according to the methods of Hoffmann, Rugai as
well as the agar plate culture method. The parasitology techniques showed a positivity of
1.9% (1/52), while for gPCR and cPCR, the positivity was 30.7% (16/52). The Ct values
varied from 32.6-40.9 (mean 38.2). Therefore, the use of molecular diagnosis can be
regarded as a complementary tool in the screening of S. stercoralis infection, especially
considering the severity of the coinfection in this group of patients.

Keywords: strongyloidiasis, tuberculosis, molecular diagnosis, cPCR, qPCR.
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INTRODUCTION

Human strongyloides is an infection caused by Strongyloides stercoralis helminth
and characterized as a neglected cosmopolitan, which affects about 370 million people
wordwide (Bisoffi et al. 2013). It is strongly associated to alcoholism, transplants, HTLV-1
virus, tuberculosis, and immunosuppression in general (Rodriguez et al. 2015; Silva et al.
2015; Mendes et al. 2017).

The chronic phase is characterized with generally mild, nonspecific symptoms that
affect the gastrointestinal tract (abdominal pain, diarrhea), respiratory system (similar to
asthma or chronic obstructive pulmonary disease), and skin (pruritus, rash) (Greaves et al.
2013). However, in immunocompromised individuals, such as those with tuberculosis,
infection can become severe and potentially life-threatening due to a high load of parasites
able (Buonfrate et al. 2015). In addition, S. stercoralis can modulate the immunological
response, particularly in cases of coinfection, especially hampering the defense against
Mycobacterium tuberculosis (George et al. 2014; Babu and Nutman, 2016; Anuradha et al.
2017). Regardless of the few reports presented in the literature, the coinfection between M.
tuberculosis and S. stercoralis reveals a worrying scenario for public health since both these
illnesses are characterized with high occurrence and coincident vulnerable populations
(George et al. 2014; Bosqui et al. 2017).

Screening for S. stercoralis infection is challenging, since the definitive diagnosis of
Strongyloides is based on the detection of larvae in feces, which in most cases involves
chronic infections with irregular production and little release of larvae (Repetto et al. 2016;
Bosqui et al. 2018). It is important to highlight, even upon an early diagnosis, problems
associated to the sensitivity of tests can generate false negative results suggesting the need
for application of other diagnosis methodologies.

Techniques of DNA isolation in fresh fecal samples are viable, feasible, and
applicable to diagnose parasitic infections in most of the endemic countries, especially due
to the high sensitivity and specificity (Verweij and Stensvold, 2014; Lodh et al. 2016).
Regarding the diagnosis of human strongyloidiasis, the fast detection of the parasite can
benefit the correct, immediate treatment in immunocompromised patients (Verweij and
Stensvold, 2014; Lodh et al. 2016), such as those with tuberculosis.
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Subunits 18S and 28S of the ribosomal DNA Strongyloides have been used as
amplification targets for both the real-time (QPCR) and conventional (cPCR) polymerase
chain reaction (PCR) (Sultana et al. 2013; Verweij and Stensvold, 2014; Saugar et al. 2015;
Dacal et al. 2018). Thus, the objective of this study was to assess the techniques of gPCR

and cPCR for the diagnosis of S. stercoralis in patients with pulmonary tuberculosis.

MATERIALS AND METHODS

2.1 Target population

This study was approved by the Research with Human Beings Ethics Committee of
the State University of Londrina (protocol number: 1.306.715), state of Parana, Brazil. The
fecal samples were obtained from 52 out-patients (14 women and 38 men, between 11 and
72 years old) attended at the Reference Center for Tuberculosis Dr. Bruno Piancastelli Filho
in the city of Londrina — all diagnosed and undergoing treatment for pulmonary tuberculosis.
All fecal samples were analyzed anonymously by two technical experts according to the
methods of Hoffmann et al. (1934), Rugai et al. (1954) as well as the agar plate culture
method (Inés et al. 2011).

2.2 Molecular techniques
2.2.1. DNA extraction

For extract the genetic material was used the commercial kit QlAamp DNA Stool
Mini Kit (QIAGEN® Hilden, Germany), according to the manufacturer with some
modifications, including the initial washing step with PBS and Polyvinyl solution (0.02g).
The DNA extracted was eluted in 100uL and stored at -20°C until the moment of use.

2.2.2. Real-time and conventional PCR

Performed the qPCR (real-time PCR) according to the protocol described by Verweij
et al. (2009). The reaction was carried out in a volume of 20 uL containing 5 uL of DNA,
universal mixture of PCR TagMan (Life Technologies Applied BioSystems, Foster City,
CA, USA), 10 pmol / pL of each primer (18S ribosomal DNA Strongyloides) (front 5'-
GAATTCCAAGTAAACGTAAGTCATT AGC-3' and reverse 5-TGCCTCTGGATAT
TGCTCAGTTC-3'), and 10 pmol / uL of the probes (FAM-5-ACACACCGGCCGTCG
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CTGC-3-BHQL1), using the real-time PCR ABI 7300 system (Applied BioSystems, Life
Technologies, Foster City, CA, USA). The conditions of magnification were established as
50 cycles of 95°C for 15 min, 95°C for 15s, and 60°C for 1 min. Positive control (S.
stercoralis larvae DNA) and negative control (PCR mixture without DNA) were included in
each round of amplification. A sample was considered as negative when no amplification
curve was observed (Basuni et al. 2011).

The cPCR (conventional PCR) was performed according to Kramme et al. (2011)
using a fragment of approximately 180bp located in the region 28S ribosomal DNA
Strongyloides. The amplification reaction mixture (20uL) consisted of PCR buffer (GoTag®
DNA Polymerase; Promega Corporation, Madison, USA), 0.2 mg of bovine serum albumin
(Sigma Aldrich Corp.), 0.2 mM of dNTPs, 25mM of MgCl,, 20 pmol of each primers,
1U/uL of DNA Polymerase, 5uL of DNA, and double-distilled water. Cycling conditions
were: 2 min at 94°C, 30 cycles of 1 min each at 94°C (denaturation), 1 min at 61.8°C
(annealing), 1 min at 72°C (extension), and 2 min at 72°C (final extension) in a Master
cycler ep gradient S thermocycler (Eppendorf, Hamburg, Germany). The PCR products were
loaded on a 2% agarose gel electrophoresis added with SYBR Safe (Invitrogen™, Thermo
Fisher Scientific Corporation, Waltham, MA USA). Included in each PCR run are positive
control (S. stercoralis larvae DNA) and negative control (PCR mixture without DNA).

2.2.3. Sequencing

Sequencing reaction was based on the methodology of Sanger, Nicklen and Coulson
(1977) according to the manufacturer’s instructions of the kit BigDye® Terminator v3.1
Cycle Sequencing Ready Reaction (Applied Biosystems, Thermo Fisher Scientific
Corporation, Waltham, MA, USA) using an automatic sequencer ABI 3500 (Applied
Biosystems). Sequences obtained were analysis using BioEdit software (Biological
Sequence Alignment Editor) and aligned with Strongyloides sequences from GenBank using
tool NBLAST (Basic Local Alignment Search Tool).

3 RESULTS AND DISCUSSION
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From the 52 fecal samples, only 1.9% (n=1) presented positive parasitology diagnosis
for S. stercoralis. Despite the low positivity in the feces, our data are in accordance with
other studies that demonstrate a compromised release of larvae (Schar et al. 2013; Cardoso
et al. 2017).

The infection caused by S. stercoralis can manifest asymptotically or, in severe cases,
through pulmonary edema and respiratory failure (Schar et al. 2013). Along the cycle, the
filaroid larvae (L3) migrate to the lungs and can negatively influence a concomitant
infection with M. tuberculosis (Salgame et al. 2013; Cardoso et al. 2017), with makes the
patient’s pathological picture even more severe. Therefore, the differential diagnosis of
human strongyloidiasis has been increasingly more used in clinical applications aiming at
enhancing the sensitivity of the methods as well as providing these patients with a fast
treatment.

The optimization of Strongyloides diagnosis is certainly a crucial step to prevent
complications and causalities resulting from this infection. Parasitology methods proved an
unsatisfactory sensitivity, even upon the performance of agar plate culture. Although the
serological tests revealed a good sensitivity, it continues to be problematic because of its
cross-reactions (Bosqui et al. 2015; Chaves et al. 2015).

This study is first at assessing molecular methods to diagnose Strongyloides in
patients with tuberculosis. In the qPCR, 30.7% (n=16) of the fecal samples had positive
amplification for S. stercoralis with a mean value of Ct (threshold cycle) of 38.2 (32.6-40.9)
(Table 1). According to Table 1, most of the samples presented high Ct, including the
sample with positive parasitology: Ct = 40.9. Paula et al. (2016; 2018) and Stensvold and
Nielsen (2012) point out that the gPCR can detect and quantify a relatively small number of
products during amplification, even in the presence of low DNA concentration in the
parasite.

In cPCR the target band was observed in 30.7% (16/52) of the DNA samples (Table
1). Samples with positive amplification were submitted to sequencing, and the molecular
diagnosis for S. stercoralis was confirmed. It is important to highlight that all samples that
showed Ct value in gPCR also presented the target fragment through in cPCR.

Molecular techniques have been increasingly more applied to improve the diagnosis
of strongyloidiasis (Verweij et al. 2009; Kramme et al. 2011; Repetto et al. 2016) for
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presenting high sensitivity in relation to parasitology methods. However, due to its high
cost, they are still not applicable in routine laboratory.

Different reports on the sensitivity of the methods indicate mainly the molecular
techniques have better or similar results achieved by Baermann or agar culture (Verweij et
al. 2009; Moghaddassani et al. 2011; Saugar et al. 2015; Dacal et al. 2018). In contrast, Sitta
et al. (2014) demonstrated that the cPCR can be applied combined with parasitology
methods for the Strongyloides molecular diagnosis.

Platforms of qPCR have been regarded as more advantageous in relation to the cPCR
tests because of their high sensitivity, lower contamination risk and shorter time (Paula et al.
2018). Different regions of ribosomal DNA, especially in the subunits 18S and 28S, have
been considered targets for molecular assessments to diagnose Strongyloides sp. (Dorris et
al. 2002; Verweij et al. 2009; Kramme et al. 2011, Sitta et al. 2014; Repetto et al. 2016).

In conclusion, the molecular assay demonstrates better detection of S. stercoralis
infection. Thus, we can suggest the use of molecular diagnosis as a complementary tool in
the screening of strongyloidiasis, especially considering the possibility of this helminthiasis

severity in co-infection (S. stercoralis and M. tuberculosis).
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Table 1. Molecular diagnosis of strongyloidiasis in faecal samples from patients with

tuberculosis.

Molecular diagnostic

ID I GPCR (185) PCR (28S
Samples Ct value ¢ (289)
1Tb 32.6 +
2Tb 35.2 +
12Th 38.1 +
15Tb 37.9 +
18Tb 40.4 +
19Tb 38.2 +
20Tb 40.9 +
21Th 38.3 +
22Th 40.3 +
30Thb 375 +
35Thb 36.9 +
44Tb 394 +
45Tb 37.7 +
47Thb 37.1 +
49Tb 39.1 +
50Th 38.4 +

ID samples = identification number of samples; gqPCR= real-time PCR; cPCR= conventional PCR.
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CONCLUSAO GERAL

Esse € um estudo pioneiro, que apresenta resultados promissores e uma
proposta inovadora na utilizacdo de amostras de saliva, em especial, para a
deteccdo de imunocomplexo-IgG, o qual possibilita a aplicacdo de um teste
comercial para deteccado tanto de IC-IgG quanto de IgA anti-S. stercoralis em
amostras de saliva pelo método Dot-ELISA.

O ensaio molecular apresentado neste estudo oferece melhor deteccéo e
identificacdo dessa helmintiase, evidenciando que o uso do diagndstico molecular
associado ao imunodiagndéstico, pode ser considerado uma ferramenta
complementar na triagem da estrongiloidiase, especialmente, considerando a
gravidade da coinfeccdo neste grupo de pacientes com tuberculose. Além disso, 0
rastreamento de DNA nas fezes de individuos com sorologia positiva foi eficiente
em excluir casos de infec¢des antigas.

Por fim, combinacdo de diferentes métodos pode auxiliar ensaios clinicos e
cenarios que exigem um diagnostico rapido e preciso, como no caso

estrongiloidiase.
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5.1. Parecer Consubstanciado do Comité de Etica em Pesquisa em Seres

Humanos da Universidade Estadual de Londrina

UMINERSIDADE ESTADUAL DE

LONDRINA - UEL/ HOSPITAL Q—wm

REGIONAL DO NORTE DO

PARECER CONSUBSTANCIADOD DO CEP
DADCE DO FROJETD DE FEEQUIZA
Truko da Pecquica: Diagnésico coproparasioidgicn, Imunaolégico & molecular da estronglioldiase em
packntes portadones de Tubsrculose
Pecguicador. lessana Nazareth da Costa
Arsa Tematioa:
Varcho: 3
GAAE: 4TEE1215.8.0000.5231
Inctitulgdo Proponants: Programa d= FG &m Faliogls Experimentsl
Pabrooinador Priccipal: Financiamento Pripric

D&DoE DD PARECER

Homare do Pansssr 1.306.715

Aprecentzgse do Projato:
Trata-s= uma pesguisa de dowloramento vinculado ac programa de pds-graduagdo em Patclogla
Experimental da aluna Larissa Rodriguss Bosqul Sob nﬂm-,-.h da Profa. ldessanks Nazareth da Costa. A
estrongiicidiase & uma paraskose de prevalénca mundial & st enine a5 seis primeias dentre as nfecpbes
causadas por gesheimintos. Os ndviduos imfectsdos sdo assinfomaticos na maiora dos casos, Enguanto
gue o5 oulros podem apresentar desconfortos gastoini=sSnals. Pondm, em pacienies Imunccomprometidos
=5 mantestagies promovem quadms graves polencalments fatals. Mestes casos, o dagnasticn precoce &
tratamento adeguade sdo essenclals. O diagrtstice parasitoldgico da estronglicidiase apresenta
dficuidades uma vex gue a [beragho de larvas nas fezes & pequena & imeguiar, aldm de necessiar de
andlise por m&lodo e equipe especialzada. Assim, o objetho desse projefo & realizar 3 o diagndsticn
coproparasioldgicn, munciigico & moleouar de Individuos provenienies do Centro de Referéncla Or. Bruno
Flancasislll i da cidade d= Londrina- FR com ubenculose & infectados por Srongyloldes stercoralls, &
ashabelecer a senshildade = especticidade snire o5 beshes associando o aspectos dinlcos apresertados
por estes pacientes e invesSgar a retscio de esirong loldiase em pacientes poradores de luberouiose & 3
partir disso avallar parimetros de diagndistics berm como aspecios dinkos apresentados pelos paclentes na
regilio de Londrina.

Erduregs:  LABLSC - Sam 14

Bairre:  Campeas Unssmtiec CEP: pesrern
e PR Menicipie:  LONDIINS
Talsfossr  [LIPIE-S4EE Emall: cuc =R b
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UNIVERSIDADE ESTADUAL DE
LONDRINA - UEL/ HOSPITAL wm
REGIONAL DO NORTE DO

Obdedivo da Pecgulca:
Objetivo Frimario:investigar o perfil de diagnéstico coproparasBologlco, Imunolsgloo & molecular de
Indiiduos com hberculcse & Infectadas por Btoagyloldes stercoralls.

Dbjefivo Becundario: - Coleiln de amostas de sangue, sallva & fezes de pacientes atendidos o Centm de
Fefendncia Dr. Eruno Flanoashsill Fiho da ddade de Londrina. - Reallzsgio dos estes parsinidgioos por
s dos méindos. de Rugal & Lulz para pesquisa de ovos = larvas de Feimirios ou dsios de profoendrios,
bem como Guitura em Flaca de Agar pam pesquisa de larvas de 3. steroomils.- Separar as amosias de
individuos TE posiives e monoparasitados dos posithos para &, stercoralls. - H.:ullzu;iu de feshe
Imungigico (ELISA), par pesguisa de anicorpos g4 & PG em amosins parsadss de salva & sorm desies
paciemes - H.-eﬂllml;iu do dagndstico molecular, através da PCR uilzando amosiras fecals dos paciembes
TE = positvos para 3. stercorals - Estabeiecer a reiagio enire TB £ a Infecglio por 8. stercorals, bem mmo
a sersiblldade & especificidade enire of testes parasBoldgicos, manoitgicn & molecular, AsSoCkados 30S
aspecios clinicos apresentados por estes packenies

Avallagdo doc Rlcooc & Benafiodoc:

Risoos:

A pesguisadora afirma gue “nio haverd qualquer risco fisico ou mental aos participantes & dos
rranipuladores. Caso haja slguma intercoménica, os mesmos deverfo encaminhar-se a0 Laborabirio de
Farashokgla Experimental da Universidade Estadual de Londrina”

Beneficios:

O trabaiho contrbulrd com a mmunidsde denttfica & 3 populscSo no s=nbdo de minimir dagnissooes falso
megaivos da estronglcidiase (infecclo grave em indhidus ImunocompromeSdos, IRClulndo paclentes com
tubeerruiose] permiindo o traamento precoce. Os pesquisadonss acrediam gue a ubilzsglo da salhm poder
ser ullzds na rotina clinics como amosira abematva.

Comantarios s Conclderagdes cobre a Pecoulsa:

1- A& colheBa de amcsiras de sangue, salkva e fezes serko realzados nos padenies afenddos no Centro de
FReferéncia Dr. Bruno Flancastedll Fliho da cidade de Londrina por profissional reinado e ndo haver
armazenamenio das amosines em banco.

Baimz: Campos Unwsmiies CEP: parsrgm
ur: PR Munkipio  LONDITNA
Taldona: OIS -GS C-mall: cesEEgubr
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{rhﬁpé_-:* LONDRINA - UEL/ HOSPITAL Wm
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A pesquisadory apresentou 0 TCLE, autorzagio da Autanguia Municipal de Londrina e a folha de rosio e

fermi de siglio & confidencialidade devidamente assinados.
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Brochum 100EZ:  |da Costa

InvesSpador

Faoiha de Rosto Folha_rosio_atual pdt CETRE015 | Idessanky Naran® Arefbo
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1 5.2. Aquiescéncia da Direcdo da Unidade Basica de Saude de Londrina,
2 Ibipord e Cambé pararealizacao do estudo

PREFEITURA DO MUNICIPIO DE LONDRINA

AUTARQUIA MUNICIPAL DE SAUDE
ESTADO DO PARANA

T O 14

Pendéncia- parecer do CEP
C.P. 14/2015/CEEPC/GPQS/AMS/PML.

“DIAGNOSTICO COPROPARASITOLOGICO, IMUNOGICO E MOLECULAR DA
ESTRONGILOIDIASE EM PACIENTES PORTADORES DE TUBERCULOSE” Na
Autarquia Municipal de Satide da Prefeitura de Londrina pela aluna Larissa Rodrigues Bosqui
do Programa de Pés graduacgido em Patologia Experimental da Universidade Estadual de
Londrina — pré requisito parcial para o titulo de Doutorado em Patologia Experimental da
Universidade Estadual de Londrina, sob orientagao da Professora Dra. Ivete Conchon Costa da
mesma Universidade: e que por tratarse de pesquisa com seres humanos, devera seguir as

=

avorav o (o mite de en SQ Lnvo s




TR

(O) Prefeitura Municipal de Cambé

ESTADO DO PARANA

————

Secretaria Municipal de SaGde Piblica

Informamos  para fins de realizagio da pesquisa; “DIAGNOSTICO
COPROPARASITOLOGICO, IMUNOLOGICO E MOLECULAR DA
ESTRONGILOIDIASE EM PACIENTES PORTADORES DE TUBERCULOSE”
na Secretaria Municipal de Salide da Prefeitura Municipal de Cambé, pela
aluna de doutorado do curso de Patologia Experimental da Universidade
Estadual de Londrina, Larissa Bosqui, orientada pela Professora |dessania
Nazareth da Costa, docente em Parasitologia da mesma Universidade e que
por tratar-se de pesquisa com seres humanos, devera seguir as orientagbes da
resolugdo CNS N° 466/12. Desta forma, sua execugdo nesta autarquia esta
autorizada considerando o parecer favoravel do comité de ética em pesquisa
envolvendo seres humanos.

oo i

Maria de Brito Lo Sarzi

Secretaria Municipal de Satde

Prefeitura Municipal de Cambé

Rua Par4, 154 - Centro - cep: 86181-240 - Cambé/PR — Fone/Fax: 3174-0226
E-mail:epidemio@cambe.pr.gov.br- Site: http://www.cambe.pr.gov.br
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PREFEITURA DO MUNICIPIO DE IBIPORA
ESTADO DO PARANA

SECRETARIA MUNICIPAL DE SAUDE

Ibiporé, 13 de setembro de 2016.

AUTORIZAGAO DE PESQUISA

Informamos para fins de realizagdo da pesquisa:
“ESTUDO DIAGNOSTICO COPROPARASITOLOGIACO IMUNOLOGICO E
MOLECULAR DA ESTRONGILOIDIASE EM PACIENTES PORTADORES DE
TUBERCULOSE” na Secretaria Municipal de Satde de Ibiporé pela aluna do curso
de Mestrado em Patologia Experimental da Universidade Estadual de Londrina,
Larissa Rodrigues Bosqui, orientada pela Professora Idessania Nazareth da Costa,
docente em Parasitologia da mesma Universidade e que por tratar-se de pesquisa
com seres humanos, devera seguir as orientagées da Res. CNS N°. 466/12. Desta
forma, sua execugdo nesta Secretaria estd autorizada considerando o parecer
favoravel do Comité de ética em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos n°

1.306.715.

Atenciosamente,

Secretaria Municipal de Sadde

RUA PADRE VITORIANO VALENTE, 540 — CX. POSTAL, 31 — Fone (43) 31 78-8454 — Fax (43) 3178-0305 — CEP 86200-000
C.N.P.J 76.244,961/0001-03 — IBIPORA - PARANA
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5.3. Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

“DIAGNOSTICO COPROPARASITOLOGICO, IMUNOLOGICO E MOLECULAR
DA ESTRONGILOIDIASE EM PACIENTES PORTADORES DE TUBERCULOSE”.

Prezado(a) Senhor(a):

Gostariamos de convida-lo (a) a participar da pesquisa “DIAGNOSTICO
COPROPARASITOLOGICO, IMUNOLOGICO E  MOLECULAR DA
ESTRONGILOIDIASE EM PACIENTES PORTADORES DE TUBERCULOSE”,
realizada no “Laboratdrio de Parasitologia da Universidade Estadual de Londrina-
PR”. O objetivo da pesquisa é identificar a presenca ou ndo de parasitos em
amostras de fezes e de anticorpos em amostras de soro e saliva em pacientes com
estrongiloidiase portadores ou ndo de tuberculose.

Sua participacdo € muito importante e ela se daria da seguinte forma:
doacgéo de amostras de fezes, saliva e sangue, que serdao coletadas no Centro de
Referéncia Dr. Bruno Piancastelli Filho da cidade de Londrina-PR.

Esclarecemos que sua participacédo é totalmente voluntaria, podendo o (a)
senhor (a): recusar-se a participar, ou mesmo desistir a qualquer momento, sem
gue isto acarrete qualguer 6nus ou prejuizo a sua pessoa. Esclarecemos, também,
que suas informacdes serao utilizadas somente para os fins desta pesquisa e serao
tratadas com o mais absoluto sigilo e confidencialidade, de modo a preservar a sua
identidade.

Para a coleta das amostras de fezes serdo entregues potes coletores sem
conservantes no dia agendado. As amostras de fezes serdo entregues no Centro
de Referéncia Dr. Bruno Piancastelli Filho da cidade de Londrina-PR, onde neste
mesmo local serdo coletadas amostras de sangue através de puncao venosa por
profissional especializado e posteriormente, por este mesmo profissional, sera
entregue algodao limpo para a coleta da saliva.

Esclarecemos ainda, que o(a) senhor(a) ndo pagard e nem sera

remunerado(a) por sua participacdo. Garantimos, no entanto, que todas as
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despesas decorrentes da pesquisa serdo ressarcidas, quando devidas e
decorrentes especificamente de sua participagao.

Os beneficios esperados sdo o controle de parasitoses de maneira geral
ajudando no diagnéstico correto e rapido dessas parasitoses e associacdo destas
com a tuberculose. Além disso, se for observado parasitas, o sr(a) encaminhado
para tratamento.

Quanto aos riscos, ndo havera qualquer risco a saude fisica ou mental do
participante. Caso haja alguma intercorréncia, o sr(a) sera encaminhado(a) ao
laboratorio de parasitologia experimental da Universidade Estadual de Londrina

Caso vocé tenha duvidas ou necessite de maiores esclarecimentos pode nos

contatar: Ms. Larissa Rodrigues Bosqui, telefone (43)9976-2833, email

larissabosqui@hotmail.com (Biomédica responséavel pela coleta das amostras), ou
procurar o Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da
Universidade Estadual de Londrina, situado junto ao LABESC — Laboratério Escola,
no Campus Universitario, telefone 3371-5455, e-mail: cep268@uel.br.

Este termo devera ser preenchido em duas vias de igual teor, sendo uma

delas devidamente preenchida, assinada e entregue ao (a) senhor(a).

Londrina, de de 201 .

Pesquisador Responsavel: Prof. Dra. Idessania Nazareth Costa
RG: M7 711 160

(

), tendo sido devidamente esclarecido sobre os procedimentos da

pesquisa, concordo em participar voluntariamente da pesquisa descrita acima.

Assinatura (ou impressao dactiloscépica):

Data:
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