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RESUMO

O presente estudo teve como objetivos: i) descrever as caracteristicas clinicas e
epidemioldgicas da estrongiloidiase intestinal em uma série de casos, ii) identificar
condicdes clinicas de base e alteracdes hematoldgicas associadas, iii) comparar a
efetividade de diferentes compostos benzoimidazdlicos utilizados para o tratamento, iv)
caracterizar a infeccdo persistente por S. stercoralis em um grupo de pacientes,
classificando as larvas obtidas como filariides e rabditdides, procurando-se
caracterizar a autoinfeccdo externa como perpetuadora da estrongiloidiase, v) analisar
sequéncias nucleotidicas de fragmentos gendmicos obtidos por PCR para confirmacéo
e identificacdo de assinaturas genéticas especificas de cepas brasileiras. Foram
realizados: i) estudo de série de casos para descricdo clinico-epidemiolégica de 267
casos, ii) estudo de caso-controle incluindo 167 casos e 133 controles, iii) comparacao
das taxas de negativacdo parasitolégica em pacientes tratados com albendazol,
mebendazol e tiabendazol, iv) pesquisa para obtencéo e classificacao de larvas de S.
stercoralis em 11 pacientes com infeccéo persistente com uma média de 10,2 anos de
duracdo, identificando suas caracteristicas clinicas e v) estudo de taxonomia molecular
com PCR e sequenciamento nucleotidico do gene ribossomal 18S de larvas obtidas.
Entre os casos de estrongiloidiase, 74,3% eram do sexo masculino, 30,6% adultos
jovens, 28,7% agricultores, 28,7% aposentados, 04% tinham doencas reumatoldgicas,
17,3% AIDS, 3,7% HTLV, 0,3% estavam em terapia imunossupressora. As doencas
reumaticas estiveram significativamente associadas a estrongiloidiase (OR = 3,65, IC
95% = 1,02 — 13.11). As médias de eosindfilos foram 10,32 + 7,2% no grupo de casos
e 4.23 £ 2.92% no grupo de controles. As taxas de cura em pacientes que receberam
tiabendazol e mebendazol foram 32/36 e 15/17, significativamente superiores ao
albendazol (06/12). Entre 32 pacientes submetidos a reavaliacdo parasitolégica, 11
mantinham infeccdo. Esquemas ineficazes de tratamento foram observados entre os
pacientes com persisténcia da infeccdo, ao passo que a utilizacao da ivermectina e do
tiabendazol por 05 dias foram observados nos casos sem infeccao persistente. Apenas
larvas rabditéides puderam ser recuperadas. As analises moleculares confirmaram que
as larvas pertenciam ao género Strongyloides, descartando a infeccdo por S.
fuelleborni, espécie capaz de infectar humanos, identificando assinaturas genéticas
caracteristicas de isolados brasileiros. O estudo conclui que i) a estrongiloidiase deve
ser rotineiramente investigada em pacientes hospitalizados com condigbes complexas
envolvendo comprometimento imunologico ou terapia imunossupressora, i) ha
associacdo significativa com as doencas reumatolégicas, iii) a infeccdo persistente
pode ser frequentemente detectada anos apds o diagndstico inicial, sendo
recuperadas apenas larvas rabditdides, de modo que a autoinfeccdo externa nao
parece ser o principal mecanismo da persisténcia parasitaria nos casos estudados, iv)
o albendazol é uma droga pouco eficaz e v) a detecgcdo molecular de larvas pode ser
aperfeicoada para estudos mais abrangentes em epidemiologia molecular e genética
evolutiva de S. stercoralis.
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ABSTRACT

The present study had as objectivesi) to describe the clinical and
epidemiological features of intestinal strongyloidiasis in a case series, ii) to identify
underlying diseases and associated hematological abnormalities, iii) to compare
the efficacy of different benzimidazole compounds used in treatment, iv)to
characterize S.stercoralis persistent infection in a patient group, classifying larvae
as filariform or rhabditiform and to characterize external autoinfection as the cause
of persistent strongyloidiasis , v) to analyze nucleotide sequences from genomic
fragments obtained by PCR for confirmation and identification of specific genetic
signatures from Brazilian strains . What was done: i) a case series study of 267
cases where the clinico-epidemiological were described, ii) a case-control study (
167 cases and 133 controls), iii) a comparison of the proportion of negative stool
examinations following  treatment with  albendazole, mebendazole and
thiabendazole , iv) classification of S. stercoralis larvae obtained from 11 patients
with persistent infection ( mean duration of 10.2 years) evaluating associated
clinical featuresv) study of the molecular taxonomy with PCR and nucleotide
sequencing of the 18 S ribosomal gene of the obtained larvae. Patients presenting

with strongyloidiasis were 74.3% male; 30.6% were young adults,
28.7% farmers, 28.7% retired, 4% had rheumatological disease, 17.3% had AIDS,
3.7% HTLV, and 0.3% were on immunosuppressive agents.

Rheumatological disease was significantly associated with strongyloidiasis (OR =
3.65, Cl1 95% = 1.02 — 13.11). Mean eosinophil percent counts were 10.32 £ 7.2% in
cases and 4.23 = 2.92% in controls. Cure rate for thiabendazole and mebendazole
were 32/36 and 15/17, significantly superior to albendazole
(6/12). Of the 32 patients submitted to a parasitological reevaluation, 11 were still
infected. Ineffective treatment regimens were seen in patients with persistent
infection, while patients treated with ivermectin and thiabendazole for 5 days did not
have persistent infection. Only rhabditiform larvae were recovered. Molecular
analysis confirmed thatlarvae belonged to the Strongyloides genus, and
infection by S. fuelleborni, a species potentially infective to humans, was not seen,
and the genetic signature of Brazilian isolates was shown. The study concludes
that: i) strongyloidiasis must be routinely investigated in hospitalized patients with
complex underlying diseases involving immunossupressive conditions or treatment,
i) there is significant association with rheumatological diseases, iii) persistent
infection may be often detected vyears after the initial diagnosis and
only rhabitiform larvae are recovered in this case, so that external autoinfection does
not seem to be the main mechanism for persistence in the studied cases,
iv) albendazole is little effective and v) the molecular detection of larvae may be
improved for more comprehensive molecular epidemiological studies and
evolutionary genetics of S.stercoralis.
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1. INTRODUCAO

1.1 Dados histéricos e epidemioldgicos

A estrongiloidiase € uma helmintiase intestinal cuja infeccdo pode perdurar
por décadas, ser assintomatica, ou apresentar manifestacbes bastante variadas,
desde a simulacdo de doenca péptica até uma forma disseminada grave com
elevada letalidade.

A doenca é causada pelo nematddeo da espécie Strongyloides stercoralis,
parasito descoberto em 1876 pelo médico francés Louis Normand, ao estudar fezes
de soldados que haviam voltado com diarréia do servi¢co militar no Vietna (Kozubsky,
2006). Alguns soldados vieram a falecer por conta do quadro diarréico e na
necropsia dos mesmos foram encontrados vermes no intestino delgado, nos canais
biliares e ductos pancreaticos. Imaginando se tratar de uma nova espécie, Bavay
descreveu-o0s posteriormente com o nome de Anguillula intestinalis.

Em decorréncia do complexo ciclo biolégico, apresentando diferentes
morfologias, o helminto recebeu diferentes nomenclaturas. Foi em 1902, que Stiles &
Hassal o denominam Strongyloides stercoralis (em grego, “Strongylos” significa
arredondado ou esférico) (Pires & Dreyer, 1993).

Este parasito € encontrado em quase todo o mundo, havendo relatos de
casos em todos o0s continentes, com altas prevaléncias nas regiées de clima tropical
(Andrade et al., 2010).

Calculam-se dentro de 300 milhdes o numero de pessoas parasitadas por
algum helminto e em cerca de 150 mil os 6bitos decorrentes de suas complicacdes
(Costa, 2005). Estima-se, no mundo, uma frequéncia, variando por regido, de 50 a
100 milhdGes de pessoas infectadas pelo parasito (Montes et al., 2010). Neulmann et
al. (2012) referem taxas de prevaléncia na América Latina e na Africa que podem
chegar a 50%.

O Brasil tem altos indices desta parasitose, sendo que a frequéncia varia
entre as localidades. A bacia do Rio Doce é a regido de mais alta endemicidade. Na
Bahia, encontra-se uma prevaléncia estimada de 8,8%, com taxas de infec¢cdo no
Brasil de até 41,5% (De Paula et al., 2000; Neumann et al.,, 2012). Estudos
realizados pela nossa equipe na regido amazbnica demonstraram taxas de

prevaléncia de 4,2% em criancas em idade pré-escolar e 5,6 % na populagéo geral,
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utilizando metodologia adequada para identificacdo de larvas (Carvalho-Costa et al.,
2007; Valverde et al., 2011). Estudo realizado em pacientes com IUpus eritematoso
sistémico no Brasil detectou taxa de positividade de 1/75 (1,3%) (de Souza et al.,
2015).

Estima-se em 30 milhdes o numero de pessoas infectadas por Strongyloides

stercoralis no Brasil (Valverde et al., 2011).

1.2 Morfologia do Helminto

Existem seis formas evolutivas (Rey, 2011):

Fémea paternogenética: Possui o corpo cilindrico com aspecto filiforme longo,
extremidade anterior arredondada e posterior afilada. Mede de 1,7 a 2,3 mm de
comprimento por 0,03 a 0,04 mm de largura. Apresenta cuticula fina e transparente,
levemente estriada no sentido transversal em toda extensdo do corpo. Aparelho
digestivo com boca contendo trés labios; es6fago longo, intestino simples
terminando em anus. Aparelho genital em disposicdo anfidelfa, ou seja, de lados
opostos, com ovarios, ovidutos e vulva que se comunica com o Utero. Nao ha
receptaculo seminal. A fémea que coloca de 30 a 40 ovos por dia, € ovovivipara,

pois elimina na mucosa intestinal o ovo ja larvado.

Fémea de vida livre: Possui aspecto fusiforme, com extremidade anterior
arredondada e posterior afiada. Mede de 0,8 a 1,2 mm de comprimento por 0,05 a
0,07 mm de largura. Apresenta cuticula fina e transparente, com finas estriacoes.
Aparelho digestivo simples, com boca contendo trés labios; esd6fago com aspecto
rabditéide; o intestino é simples e de dificil observacdo, devido a presenca dos
orgaos genitais; terminando no anus. Aparelho genital também anfidelfo, Gtero
divergente, contendo até 28 ovos em diferentes graus de evolugdo. Apresenta

receptaculo seminal.

Macho de vida livre: Possui aspecto fusiforme, com extremidade anterior
arredondada e posterior recurvada ventralmente. Mede 0,7 mm de comprimento por
0,04 mm de largura. Boca com trés labios, es6fago tipo rabditdide seguido de
intestino terminando em cloaca. Aparelho genital contendo testiculos, vesicula

seminal, canal deferente e canal ejaculador, que se abre na cloaca. Presenca de
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dois pequenos espiculos, auxiliares na coOpula, que se deslocam sustentados por

uma estrutura quitinizada denominada gubernaculo.

Ovos: Séo elipticos, de parede final e transparente, praticamente idénticos
aos do ancilostomideos. Os da fémea de vida livre sdo maiores, medindo 0,07 mm

de comprimento por 0,04 mm de largura.

Larvas Rabditoides: O eséfago € do tipo rabditoide. As originarias das fémeas
parasitas sdo praticamente indistinguiveis das originadas das fémeas de vida livre.
Apresentam cuticula fina e hialina. Medem 0,02 a 0,03 mm de comprimento por
0,015 mm de largura. Apresentam vestibulo bucal curto, cuja profundidade é igual ao
didmetro da larva, caracteristicas que a diferenciam das larvas rabditéides de
ancilostomideos, em que o vestibulo bucal é alongado e sua profundidade € igual ao
didmetro do corpo (10um). O intestino termina em anus afastado da extremidade
posterior. Apresentam primordio genital bem mais nitido em comparacdo com as
larvas de ancilostomideos. Nas formas disseminadas sdo encontradas na bile, no

escarro, na urina, nos liquidos duodenal, pleural e cefalorraquidiano.

Larvas Filaridides: O esbfago é do tipo filaridide, longo, correspondendo a
metade do comprimento da larva. Cuticula fina e hialina. Medem de 0,35 mm a 0,50
mm de comprimento por 0,01 mm a 0,03 mm de largura. Apresentam vestibulo bucal
curto e intestino terminado em anus. A porcao anterior € ligeiramente afilada e a
posterior afina-se gradualmente, terminando em duas pontas, conhecida como
cauda entalhada, que a diferencia das larvas filariéides de ancilostomideos, que é
pontiaguda. Essa é a forma infectante do parasito, capaz, portanto, de penetrar pela
pele ou pelas mucosas; alem de serem vistos ho meio ambiente, também podem

evoluir no interior do hospedeiro, ocasionando os casos de auto-infec¢éo interna.
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1.3 Ciclo bioldgico

S&o trés as principais formas de transmisséo do S. stercoralis: heteroinfecgéo,
autoinfeccdo externa e autoinfecgdo interna. Na heteroinfeccdo, as larvas filaridides
penetram através da pele e mucosa do hospedeiro. As larvas filaridides infectantes
contam com a acao de metaloproteases, que auxiliam tanto na penetracdo quanto

na migragao das larvas pelos tecidos (De Bona & Basso, 2008).

4

Ciclo pulmonar

Penetragao das

larvas na pele 7 {.,J b
7‘ IL-4
W IL-13 Producao de ovos por

T = /A fémeas adultas
’:-’ \—'/

% 0 Ciclo direto HIPERINFECGAO
oG

N
Ciclo indireto

AUTOINFECGAQ

d S~
QE;@ €——Tarvas rabditéides

nas fezes
Figura 1: Ciclo biolégico de Strongyloides stercoralis (RSBMT, 2002)

Na autoinfeccdo externa, as larvas rabditoides presentes na regido perianal
evoluem para a forma infectante, penetrando através da pele. Na autoinfecgéo
interna, as larvas rabditdides podem evoluir para larvas filaridides infectantes ainda
na luz intestinal (De Bona & Basso, 2008). A autoinfeccao interna pode levar ao
desenvolvimento de quadros graves de estrongiloidiase como a hiperinfecgcéo e a
disseminacéo do parasito (De Bona & Basso, 2008).

Em situagBes especiais, o ciclo de autoinfeccdo pode acelerar-se, levando a
rapida elevacdo do numero de vermes nos 6rgaos normalmente envolvidos no ciclo

bioldgico, fendbmeno conhecido como hiperinfecgéo (De Bona & Basso, 2008).
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O aparecimento, tanto da estrongiloidiase disseminada, que é a elevacdo do
namero de parasitos nos 6rgdos que fazem parte do ciclo da doenca e em érgaos
também nao-usuais, quanto da hiperinfeccdo, que é a aceleracdo anormal do ciclo
do parasito levando um aumento da carga parasitaria em 6rgdos do ciclo normal

proporcionado pela auto-infecgéo interna. (Ribeiro et al., 2005; Andrade et al., 2010).

1.4 Manifestagdes clinicas e complica¢des

As manifestacdes agudas podem ocorrer precocemente no curso da infecgao.
Os sintomas observados sao: eritema serpiginoso onde houve contato da larva com
a pele, tosse mimetizando asma devido a migracdo da larva pelos pulmdes, dor
abdominal ou diarreia.(Luna et al., 2007)

E importante ressaltar que a estrongiloidiase disseminada, cuja letalidade
chega a 87%, pode culminar no aparecimento de sepse por bactérias Gram
negativas que atravessam a parede intestinal durante o ciclo do parasito, levando a
casos graves e fatais se ndo rapidamente diagnosticada (Shorman, 2009).

Devido ao fato de que a maioria dos casos de doenca disseminada estava
associada a existéncia de outras condi¢cdes que induziam alteracbes na resposta
imunoldgica, surgiu a idéia de que as formas graves da estrongiloidiase estariam
ligadas a desregulacdo da imunidade celular.

Fato de extrema importancia foi a observacdo de que esses pacientes haviam
sido submetidos a terapéutica com corticoster6ides com as mais diversas
finalidades, o que poderia, na verdade, proporcionar mudancas das caracteristicas
bioldgicas do helminto e ndo uma desregulacdo imune propriamente dita (Shorman,
2009). Yung et al., 2014 e Gonzalez-Ibarra et al., 2014 descreveram dois casos de
hiperinfeccdo por S. stercoralis em pacientes com ldpus eritematoso sistémico. O
primeiro caso era um homem de 30 anos em uso de corticosteroides submetido a
uma colectomia parcial cujo diagnéstico foi confirmado apods identificacdo de
numerosos helmintos durante o exame histologico da peca cirargica. O segundo era
uma mulher de 36 anos em uso de corticosteroides e ciclofosfamida, que evoluiu
com hemorragia alveolar difusa e consequente 6bito, mesmo apds tratamento com
ivermectina.

Experimentos em animais sugerem que a resposta imune a infec¢ao por S.
stercoralis seja mediada por células T e B. As células T helper estimulam eosinofilos,

producdo de IgE, mastdcitos e células caliciformes através da producdo de
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interleucinas (IL-4, IL-5, IL-9, IL-10 e IL-13) e em situa¢cdes em que 0 numero de
células T helper esta diminuido, haveria maior probabilidade de hiper-infeccdo e
doenca disseminada (Genta, 1992; Shorman, 2009). A inibicdo de Th2, a imunidade
humoral ou mediada por células da mucosa estd associada com a hiperinfeccéo,
que € mais frequentemente visto em HTLV-1 do que em pacientes com HIV. Na
AIDS, existe um aumento de citocinas Th2, enquanto que na infec¢cdo de HTLV-1,
existe uma diminuicdo na resposta Th2, levando a um risco aumentado de auto-
infeccdo. O uso de corticosterdides continua a ser o fator de risco mais comum para
hiperinfecgéo.

Salles et al., 2013 em seus estudos relataram os baixos niveis de TNFa e
IFNy em pacientes co-infectados com HTLV-1 e S. stercoralis com consequente
aumento dos niveis de TNFa apds o tratamento anti-helmintico. Estes dados
mostram que a infec¢do helmintica tem um papel modulador da infec¢do por HTLV-1
e gque S. stercoralis pode ser um co-factor no desenvolvimento de LLTA.

Os pacientes infectados pelo virus linfotropico de células T (HTLV-1) estédo
mais propensos a infec¢do por S. stercoralis e a evolucdo para formas graves de
estrongiloidiase. Isto ocorre por provavel elevada producdo de IFN-y devido ao
desvio da resposta imune para o tipo Thl, enquanto a protecdo contra helmintos
estd associada a resposta do tipo Th2. Devido a este viés da resposta imune,
individuos infectados pelo HTLV-1 apresentam reducédo na producéo de IL-4, IL-5,
IL-13 e IgE, componentes participantes dos mecanismos de defesa contra S.
stercoralis (Shorman, 2009). Furtado et al., 2013 descreveram em um Servico de
Medicina Tropical do Para, uma frequéncia de 9% de S. stercoralis em pacientes
com HTLV 1/2.

Mora et al., 2006 sugerem que a hiperinfeccdo por S. stercoralis pode
exacerbar o lUpus eritematoso sistémico e o SAF, predispondo a sepse por Gram-
negativos e morte. Pacientes imunocomprometidos precisam de um diagndstico
precoce e tratamento especifico, a hiperinfeccdo por esse helminto deve ser
considerado no diagnaostico diferencial das complica¢des do LES.

A alta frequéncia de infeccdo por nematodides intestinais em pacientes com
tuberculose pulmonar sugere que a imunomodulacdo induzida por helmintos pode
facilitar a infeccdo por Mycobacterium tuberculosis e a progressdo da doenca. A
imunossupressao pode também levar a reativacdo da tuberculose possivelmente

devido a imunidade celular enfraquecida (lwashita et al., 2013).
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Quanto a associacdo do parasitismo por S. stercoralis com o alcoolismo
cronico, Zago-Gomes e colaboradores, em 2002, demonstraram que existe uma
maior frequéncia de infec¢do pelo parasito em etilistas cronicos. O alcoolismo gera
um lento e progressivo comprometimento do organismo, o que pode ocasionar uma
diminuicdo da resposta imune ao parasito, resposta esta mediada principalmente
pelos linfécitos T, com uma reducdo da concentracdo de interleucina 4 (IL-4) e de
interleucina 13 (IL-13), o que favoreceria a transformacao das larvas rabditoides em
larvas filaridides ainda dentro do organismo (De Bona & Basso, 2008).

Em se tratando de HIV e estrongiloidiase, diversos pesquisadores nédo
encontraram associagao entre essas duas doencas. Janssen et al., 2012 relataram o
caso de um paciente com AIDS, mas com alta linfometria CD4, que evoluiu com
hemoptise, perda de peso e diarreia fulminante. Ele foi diagnosticado com
Strongyloides stercoralis e infeccdo humana do virus T-linfotrépico (HTLV) tipo-1.
Apoés o tratamento da estrongiloidiase sua contagem de células T-CD4 diminuiu
muito. Portanto a contagem de células T-CD4 inicialmente elevadas foi equivocada e
retardou o inicio da terapia anti-retroviral.

Izquierdo et al., 2013 discutiram em seu trabalho ao relatarem um caso fatal
de hiperinfeccdo por Strongyloides stercoralis em um paciente que recebeu
transplante alogénico, os fatores de risco para hiperinfeccdo e disseminacdo que
incluem a terapia com drogas imunossupressoras, o HTLV-1, o transplante de
medula Ossea e de o6rgdos solidos, as doencas malignas hematolbgicas, a
hipogamaglobulinemia e a desnutricdo severa. O diagnostico pode ser dificil, pois
um unico exame de fezes ndo consegue detectar larvas em até 70% dos casos, e 0s
sintomas sdo inespecificos. Apesar de eosinofilia ser um achado comum em
pacientes com infeccdo crénica por esse helminto, € um indicador pouco confiavel

gue pode estar ausente no momento do diagnaostico.

1.5 Diagnostico Laboratorial

Exame Parasitolégico de Fezes (EPF): O diagnostico definitivo da
estrongiloidiase € mediante a deteccdo de larvas nas fezes. A limitacdo desse
método diagndstico vem da quantidade de parasitos baixa em grande parcela dos

casos.
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Nenhum teste é considerado 100% sensivel para o diagnéstico. A
sensibilidade do diagnostico aumenta para cerca de 50% se forem usadas trés
amostras fecais, podendo chegar perto de 100% com o uso de sete amostras (Rey,
2011).

Os parasitos adultos habitam o interior do tecido intestinal e ndo séo
detectaveis nas fezes. Nos casos de hiperinfeccdo e constipacgao intestinal, as larvas
filaridides podem ser encontradas nas fezes. Algumas larvas rabditéides podem se
transformar, espontaneamente, em larvas filariides em amostras fecais néo fixadas
e conservadas a temperatura ambiente por algumas horas (Rey, 2011).

Vérias sdo as técnicas descritas para o diagnoéstico da estrongiloidiase por
exame de amostras de fezes, entre as quais sdo mais comuns: exame direto com
uso de solucao salina e lugol, métodos de concentracdo de larvas como o Baermann
modificado por Moraes (Moraes, 1948) e suas variacdes, métodos de concentracédo
por sedimentacao, cultura em placa de agar e método de Harada-Mori (Harada &
Mori, 1955).

Diagnéstico através de fluidos corporeos: Diversos relatos da presenca de
larvas rabditéides ou filaridides de S. stercoralis j& foram feitos em lavados
broncoalveolares (Mayayo et al., 2005), escarro e fluido cérebro-espinhal
principalmente em individuos sob corticoterapia.

A pesquisa de larvas em aspirados duodenais se mostrou bastante eficaz
quando comparada a microscopia fecal em diversos estudos realizados que
comparam esses espécimes clinicos. (Mayayo et al., 2005).

Diagnostico Sorolégico: As técnicas soroldgicas, principalmente as
imunoenzimaticas, podem ser uma boa alternativa (Rossi et al., 1993). O uso de
antigenos heterélogos, ou seja, provenientes de larvas de outras espécies de
Strongyloides, como S. ratti sdo de facil obtencdo e ndo representam risco para
seus manipuladores. (Costa-Cruz et al., 2003; Rodrigues et al., 2004)

As principais técnicas soroldgicas, que podem testar um grande numero de
amostras de soro em poucas horas sdo: ensaios imunoenzimaticos (Enzyme-linked
Immunosorbent Assay - ELISA e Western-blot), imunofluorescéncia e teste de
aglutinacdo em particulas de gelatina.

O meétodo ELISA é considerado superior aos outros testes soroldgicos, sua
sensibilidade varia em torno de 85% a 95% e a especificidade pode chegar a 90%
(Koosha et al., 2004).
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O teste ELISA detecta a presenca de anticorpos das classes de
imunoglobulinas G, especificos para o parasito, mas nao estabelece a carga
parasitaria, além dos frequentes falso-positivos causados pela reacdo cruzada com
antigenos de outros nematoéides, como por exemplo, ancilostomideos e filarideos
(Sithithaworn et al., 2003).

Diagnostico molecular: O diagnostico laboratorial da estrongiloidiase baseia-
se principalmente na deteccdo de larvas Strongyloides stercoralis pelo exame
microscépico de amostras de fezes. Por ser pequeno o0 numero de larvas presentes,
especialmente em infeccdes crbnicas, a taxa de deteccdo € baixa e multiplas
amostras devem ser examinadas com a finalidade diagnéstica. Além disso, a
possibilidade de erro de identificacdo de larvas por microscopia ndo pode ser
excluida em &reas endémicas com outras parasitoses.

Em relacdo aos aspectos filogenéticos moleculares do S. stercoralis alguns
estudos vem sendo realizados gerando informacfes sobre a variabilidade genética
desse organismo e a sua possivel influéncia no processo de infeccdo, por meio de
deteccdo de polimorfismos de DNA, através de técnicas disponiveis no momento
(Marra et al., 2010)

Recentemente, a deteccdo do DNA do parasito em amostras de fezes
utiizando PCR em tempo real demonstrou alta sensibilidade e especificidade,
utilizando uma grande variedade de controle de DNA e de amostras de fecais. O
conjunto de primers e sonda a partir da sequéncia do gene 18S rRNA foi 10 vezes a
100 vezes mais sensivel do que o PCR concebido a partir do citocromo ¢ oxidase
gene da subunidade 1 ou a S. (Kramme et al., 2011)

Na maioria dos paises endémicos este procedimento ndo sera viavel como
uma ferramenta de diagnostico de rotina em clinicas onde instalacGes laboratoriais
sdo muitas vezes limitadas. Mas ndo podemos deixar de ressaltar como uma
alternativa util ao método de Baermann, oferecendo um aumento de duas vezes na

taxa de deteccéo.

1.6 Tratamento e Prevencéo

A infeccdo por Strongyloides stercoralis representa um grande desafio para
0s médicos nos paises tropicais devido aos seus sinais e sintomas inespecificos.

Relatos dessa infeccdo em pacientes com hanseniase, lUpus eritematoso sistémico
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(LES), receptores de transplantes de o6rgdos e individuos e com desnutricdo tém
sido relatados na literatura (Mohanasundaram et al., 2012).

O tratamento da estrongiloidiase mudou significativamente desde que a
administragao por via oral de ivermectina estabeleceu-se como o tratamento de
escolha. Esta medicacdo € mais bem tolerada, além de estar associada a maior
erradicacao de larvas do parasito em comparacdo ao albendazol. A administracéo
de 200 ug/kg/dia de ivermectina por 1 a 2 dias, cura em até 97% dos casos a
doenca na sua forma intestinal.

Hunter, Petrosyan & Asch, 2008 descreveram um caso de uma mulher, 38
anos, imunocomprometida com lUpus eritematoso sistémico em uso de prednisona,
azatioprina e a hidroxicloroquina que desenvolveu doenca disseminada mesmo apos
iniciado o tratamento com albendazol. O sucesso no tratamento foi com o inicio
subsequente de ivermectina.

O estudo prospectivo de Suputtamongkol et al., 2011 realizado no Hospital
Siriraj, Bangkok, Tailandia confirma que tanto uma dose Unica, como uma dose
dobrada de ivermectina oral com intervalo de duas semanas, se mostrou mais eficaz
do que um curso de sete dias de dose maxima de albendazol em pacientes com
diagnoéstico de S.stercoralis. Inclusive, a dose dupla de ivermectina, tomada com
duas semanas de intervalo, se apresentou mais eficaz do que uma dose Unica nesse
grupo de pacientes.

Contudo, uma grande limitacdo esta relacionada as formas disseminadas da
doenca, nas quais frequentemente apresentam lesées nos vasos linfaticos
intestinais € na mucosa intestinal pelo proprio parasita. Esses fatores somados
causam edema na parede intestinal, reducdo da absorcéo e ileo, resultando em
prejuizo da absorcdo do anti-helmintico. O licenciamento de anti-helminticos
parenterais seria de grande valor nesses casos em particular.

A melhor estratégia de prevencdo das formas graves € identificar e tratar
pacientes infectados e os de “alto risco” antes de iniciar imunossupressores por
conta, na maioria dos casos, de neoplasias. Em estudo recente, a maioria dos
pacientes que apresentaram estrongiloidiase disseminada utilizou altas doses de
corticoide por mais de trés semanas e estavam em tratamento com quimioterapia e
radioterapia em decorréncia de neoplasia hematolégica. Todos esses pacientes
haviam recebido profilaxia com albendazol. O estudo de Nucci e col. em 1995
sugeriu ndo haver beneficio no uso de anti-helminticos como profilaxia em pacientes

hematoldgicos, falha esta que pode ser decorrente da baixa eficacia do albendazol.
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Santiago & Leitdo, 2009 fizeram uma revisédo utilizando o Banco de Dados
MEDLINE com objetivo de encontrar na literatura evidéncias sobre a profilaxia de
estrongiloidiase nos pacientes imunossuprimidos com doencas reumatoldgicas.
Nessa revisdo os autores concluiram que a ivermectina tem o melhor perfil de
seguranca, menor custo e melhor eficicia, e devera ser a droga de escolha para a
profilaxia em tais pacientes. Embora um regime profilatico definitivo ndo tenha sido
definido, a opcdo de 200 mcg / kg / dia durante 2 dias, repetidos no prazo de 2
semanas, parece ser a melhor opcéo.Tais regimes devem ser repetidos a cada 6
meses em caso de persisténcia da imunossupressao.

Aspectos ligados a profilaxia da estrongiloidiase permanecem controversos e
merecem ser estudados, com a finalidade de beneficiar os pacientes com deficiéncia
de imunidade celular e aqueles que serdo submetidos a esquemas terapéuticos que

resultem em imunossupressao grave, especialmente em areas endémicas.

1.7 Justificativa

Sabemos que muitos sdo os aspectos ligados a estrongiloidiase que nao
foram estudados. Um melhor entendimento desses mecanismos pode resultar em
descobertas de relevancia clinica e epidemiolégica. Este estudo envolve
investigacdes sobre a estrongiloidiase, uma doenca que possui caracteristicas muito
peculiares. Tivemos a oportunidade de acompanhar mais de 250 pacientes com
diagndstico de estrongiloidiase, alguns por um periodo superior a 10 anos.

Pretendeu-se investigar, i) fatores associados a aquisicdo da infeccdo e a
perpetuacdo da infec¢do por longos periodos, ii) a interacdo com outras doencas
infecciosas e nédo infecciosas, iii) a efetividade de diferentes esquemas terapéuticos
em um grupo de casos, iv) caracteristicas moleculares dos isolados.

A seguir, fazemos uma sintese de aspectos que julgamos mais relevantes em
relacdo ao parasito e a infecgéao:

- Strongyloides stercoralis € um dos poucos parasitos intestinais que tém a
capacidade de multiplicar-se no organismo determinando formas extremamente
graves, contribuindo inclusive para a grande longevidade da infec¢cdo, que pode
durar por décadas.

- A infecgdo é um protdtipo da resposta Th2 e tem sido associada a
desregulacéo de outras infecc¢des, dentre elas a paracoccidioidomicose, a infeccao

pelo HTLV e a tuberculose.
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- A inexisténcia, até o momento, de uma droga altamente eficaz para
tratamento e de uma padronizacdo de controle de cura faz necessario o estudo da
efetividade dos diferentes esquemas terapéuticos

- Desconhecem-se os fatores que colaborariam para uma provavel evolugéo
para a forma disseminada grave

- A sensibilidade dos métodos convencionais de exames parasitologicos de

fezes para o diagndstico de estrongiloidiase € baixa.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Identificar aspectos clinicos, epidemiologicos e laboratoriais associados a

estrongiloidiase intestinal.

2.2 Objetivos Especificos

Identificar as doencas de base associadas a estrongiloidiase intestinal em
pacientes atendidos em hospital terciario

Descrever as caracteristicas epidemiolégicas dos pacientes com
estrongiloidiase intestinal

Descrever as alteragbes hematoldgicas associadas a estrongiloidiase
intestinal

Comparar a efetividade de diferentes esquemas terapéuticos utilizados para o
tratamento da estrongiloidiase intestinal

Caracterizar a infeccdo cronica e os estadios evolutivos das larvas de
Strongyloides stercoralis isoladas em um grupo de pacientes incluidos no estudo

Identificar caracteristicas genéticas, através de reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) dos isolados de Strongyloides stercoralis, obtidos de um grupo de

pacientes.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Locais de estudo

A investigacdo com pacientes — incluindo o estudo de série de casos e 0
estudo de caso-controle — foi desenvolvida no Hospital Universitario Pedro Ernesto
(HUPE) da Universidade do Estado do Rio de Janeiro (UERJ). O HUPE possui 400
leitos com todas as especialidades médicas curriculares da Faculdade de Medicina e
serve como local de ensino para os cursos de graduacao e pos-graduacao da area
de saude da UERJ. O local de estudo foi a Unidade Docente Assistencial (UDA) de
Doencas Infecciosas e Parasitarias (DIP), composta conjuntamente pela disciplina e
pelo servico de DIP, onde s&o ministrados o curso do quarto ano médico, o internato
e a residéncia médica em DIP. O setor é composto por trés enfermarias com um
total de quinze leitos, dois quartos de isolamento e cinco ambulatérios.

As andlises parasitoldgicas de morfologia das larvas para identificacdo dos
estagios evolutivos e os estudos de filogenética molecular foram feitas no
Laboratério de Parasitologia do HUPE e Laboratério de Biologia de
Tripanossomatideos (LABTRIP) IOC- Fiocruz RJ. As analises de dados foram
realizadas no Laboratorio de Epidemiologia e Sistematica Molecular do 10C —

Fiocruz.

3.2 Desenho dos estudos:

3.2.1 Estudo de série de casos

Os 267 casos de estrongiloidiase foram identificados a partir dos resultados
de exames parasitologicos de fezes, realizados no Laboratério de Parasitologia do
HUPE de 1998 a 2012. Foram considerados infectados os pacientes que tiveram
identificadas, no exame parasitologico de fezes, larvas rabditéides e/ou filaridides
compativeis morfologicamente com S. stercoralis. Os casos de estrongiloidiase
foram diagnosticados através da técnica de Baerman-Moraes. Estes pacientes
estavam vinculados a diversos servi¢cos e enfermarias do HUPE, sendo portadores
de diversas doencas de base (a maioria cronicas), sendo o exame parasitolégico de

fezes solicitado como rotina laboratorial.
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As informagbes sobre as doengas de base, os medicamentos utilizados
(dentre eles os corticosteroides), o tratamento utilizado para a estrongiloidiase e os
resultados dos exames laboratoriais dos pacientes foram obtidos consultando os
prontuarios médicos do HUPE/UERJ. Estas informacdes foram transpostas para um
questionario especificamente construido para ser utilizado na elaboragcdo de um
banco de dados no programa Epinfo versdo 3.5.1. Neste questionario constavam as
seguintes variaveis: sexo, idade, raca, estado civil, profissdo, escolaridade,
naturalidade, residéncia atual, histérico de trabalho na agricultura, parasitos
associados, doencas associadas, uso de corticoide (dosagem e tempo de uso),
esquema de tratamento, hemograma antes e apds o tratamento, controle de cura.
No estudo de série de casos foram descritas as frequéncias das caracteristicas
clinicas e epidemioldgicas de 267 casos de estrongiloidiase intestinal. Os pacientes
foram contatados e convidados a participar do estudo. Aqueles que concordaram em
participar foram encaminhados, apos assinar um Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido, para acompanhamento também no ambulatério de DIP (HUPE/UERJ)
onde realizaram outros trés exames parasitologico de fezes e fizeram nova coleta de

sangue venoso periférico para exames soroldgicos e hemograma.

3.2.2 Estudo de caso-controle

Os casos de estrongiloidiase identificados no HUPE entre os anos 1998 e
2012 foram pareados por idade a um grupo controle, com exame negativo,
selecionado no livro de registro do Laboratério de Parasitologia do HUPE. Foi
possivel compor o grupo controle com 133 pacientes negativos para S. stercoralis,
que foram comparados com 167 casos de estrongiloidiase que tinham a doenca de
base bem caracterizada e dados de prontuarios completos, atingindo-se uma razao
de casos e controles de 0,8:1. Os pacientes selecionados como controles tiveram
seus prontuarios meédicos examinados, para obtencdo de dados relativos a doenca
de base, exames laboratoriais, idade e sexo. As diversas doencas de base
identificadas em casos e controles foram agrupadas em i) infeccdo pelo HIV, ii)
infeccdo pelo HTLV, iii) doencas cardio-vasculares, iv) diabetes, v) doencas
respiratérias obstrutivas, vi) hepatites virais, vii) tuberculose, viii) cancer, ix) doenca
renal cronica, x) doencas nutricionais e metabdlicas, xi) doencas reumaticas e Xii)
doencas dermatoldgicas. Entre as doencas cardiovasculares, incluiram-se pacientes
com angina de peito, hipertensdo arterial, insuficiéncia cardiaca, infarto do

miocardio. Entra os casos de doencas obstrutivas respiratorias havia pacientes com
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asma e doenca pulmonar obstrutiva crénica. Os pacientes com hepatites virais
incluiram casos de hepatite B e hepatite C. Os casos de tuberculose estavam
distribuidos nas formas pulmonar, 0ssea e ganglionar. Os pacientes com cancer
incluiram casos de linfoma, mieloma mdultiplo, neoplasia de colo de Gtero, de cdlon,
de estbmago, de pancreas, de pulmdo e de prostata. As doencas metabdlicas
incluiram dislipidemia, hipotireoidismo e obesidade. Os quadros psiquiatricos
incluiram depresséo, esquizofrenia e ansiedade. Entre os pacientes com doencas
reumaticas havia casos de lUpus eritematoso sistémico, artrite reumatoide, gota,
esclerodermia, doenca de Behget, sindrome de Sjégren, psoriase e eczema. As
frequéncias de acometimento pelos diferentes grupos de doencas foram
comparadas nos grupos de casos e de controles.

Foram calculadas razbes de chance (OR, odds ratios) e seus respectivos
intervalos de confianca de 95%. O nivel de significancia estatistica foi estipulado em
p < 0,05. Foi realizada analise bi e multivariada. A analise multivariada foi realizada

para controlar a variavel sexo, para cada grupo de doencas.

3.2.3 Comparacdo da efetividade de diferentes esquemas

terapéuticos utilizados

A droga ivermectina, considerada de primeira escolha para o tratamento da
estrongiloidiase, ndo era disponivel para uso humano quando a maioria dos
pacientes do estudo foi diagnosticados positivos para esta parasitose.

Desta forma, o tratamento da estrongiloidiase, na década de 1990 e inicio do
século 20, era feito usualmente com compostos benzimidazolicos, como albendazol,
mebendazol e tiabendazol. Em 65 pacientes foram realizados tratamentos com
diferentes benzoimidazolicos. Estes pacientes foram divididos em trés grupos: i) 36
pacientes receberam tiabendazol 1500 mg / dia, durante cinco dias, ii) 12 pacientes
receberam albendazol 400 mg / dia durante trés dias e iii) 17 pacientes receberam
mebendazol 200 mg / dia durante trés dias. As taxas de cura foram comparadas nos
trés grupos, utilizando-se o teste do qui-quadrado, com significancia estatistica de
5%.

3.2.4 Caracterizacdo da infeccdo crbnica por Strongyloides

stercoralis e fatores associados
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Os 267 pacientes com estrongiloidiase diagnosticados entre os anos 1998 e
2012 foram convidados a retornar ao HUPE para repeticdo de trés exames
parasitologicos de fezes em intervalos regulares com o objetivo de caracterizar a
infeccdo cronica por S. stercoralis. Foi possivel recrutar, deste total, 32 pacientes,
gue foram novamente avaliados e reexaminados com 03 amostras fecais em dias
alternados (primeiro, terceiro e quinto dia). Além do método de Baerman-Moraes,
analises coproparasitoldgicas adicionais pelas técnicas de Kato-Katz (Kato 1960) e
Faust (Faust et al. 1938) foram realizadas no intuito de complementar o diagnéstico
para outras parasitoses intestinais que por ventura poderiam ser encontradas. A
contagem e a analise morfologica das larvas, que foram classificadas em
rabditoides/ filaridides, foram realizada em todas as laminas positivas. As larvas
foram isoladas com micropipeta em solugéo aquosa de glicerol 50% e fotografadas
utilizando Canon A650 IS. As imagens foram editadas no programa Image J 1.44p
(National Institutes of Health — 96 USA). A andlise morfométrica das larvas foi
realizada em microscopio de luz utilizando ocular milimetrada.

Entre os pacientes que puderam ser avaliados quanto a infeccéo crénica, seis
tinham HIV/aids como doenca de base, quatro tinham doencas reumatolégicas como
l[Upus eritematoso sistémico e artrite reumatoide, dois tinham hepatite C, um tinha
infeccdo pelo HTLV, um apresentava paracoccidioidomicose e um tinha tuberculose.
Os demais eram portadores de diversas condi¢cdes clinicas como Ulcera péptica,
hipertenséo arterial, glaucoma, entre outras. Estes pacientes tinham idade entre 11 e
74 anos e 44 anos, tendo sido diagnosticados com estrongiloidiase intestinal pela
primeira vez entre os anos de 1999 a 2011. Desta forma, o tempo de seguimento
médio foi de 4 a 16 anos, com média de 10,4 anos. Os pacientes identificados como
positivos na reavaliacado foram tratados com dose ivermectina na dose de 200 mcg

por kg de peso corporal via oral.

3.2.5. Analise Molecular

As larvas isoladas foram armazenadas a seco em tubos do tipo Eppendorf e
congeladas até o momento da extracdo de DNA. As amostras positivas para S.
stercoralis foram submetidas a analise molecular.

O DNA das amostras de larvas foi extraido utilizando o Kit comercial
QlAamp® DNA Mini kit (Qiagen), de acordo com instru¢gdes do fabricante com
modificacdes. Foi utilizada 60 pL de Proteinase K a 20mg/mL (Invitrogen) e durante

a etapa de eluicdo um volume de 60ul e incubacao de 15 minutos. As concentracdes
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foram estimadas a 260nm de absorbancia em espectrofotbmetro Pico200
(Picodrop™). O DNA foi purificado quando necessario utilizando GFX PCR DNA and
Gel Band Purification kit (GE Healthcare). A Reacdo em Cadeia da Polimerase

(PCR) foi realizada utilizando os alvos moleculares descritos na Tabela 4.1.

Tabela 3.1: Primers e alvos moleculares utilizados na analise molecular

Alvos Primers | Sequencia (5°-3") Tamanho | Referéncias

28S rDNA StroS TTAGAGTCGTGTTGCTTGGAA- 180pb Kramme et al., 2011
StroAS GTGCAACTGGCTCTGTATGC

18S rDNA-A1 Strol8S- | GAATTCCAAGTAAACGTAAGTCATT | 101pb Verweij et al., 2009
1530F AGC
Strol8S- | TGCCTCTGGATATTGCTCAGTTC
1630R

18S rDNA-A2 SSUA AAAGATTAAGCCATGCATG ~400pb Dorris et al., 2002
SSU22R | GCCTGCTGCCTTCCTTGGA

pb: Pares de bases

Dois alvos moleculares foram aplicados para o gene 18S rDNA (Tabela 4.1).
A reacgdo de PCR para o alvo 1 (18S rDNA-A1) do gene ribossomal DNA (rDNA) 18S
consistiu em um volume final 25ul, e contém 2,5 mM MgCl2, 100ng de cada primer,
1U de Platinum Taq DNA Polimerase (Invitrogen), 1X de Buffer, 0,2mM de dNTPs,
5ul ou 50-100ng/ pl de DNA. A amplificacdo foi realizada em termociclador Esco
Swift MaxPro programado para iniciar o ciclo de desnaturagéo a 94°C por 3 minutos,
seguido de 40 ciclos de 40 segundos a 94°C, 40 segundos a 57°C e 40 segundos
a72°C, e extensdo de 7 minutos a 72°C. Para o alvo2 (18S rDNA-A2) do gene
ribossomal 18S rDNA foram aplicadas as condi¢cdes da PCR descritas acima com
excecdo de 150ng de cada primer e 2,5U de Taq DNA Polimerase (Invitrogen), em
um volume final de 50ul. O termociclador foi programado para iniciar o ciclo de
desnaturacao de 3 minutos a 96°C, seguido de 40 ciclos de 40 segundos a 96°C, 40
segundos a 55°C e 40 segundos a 72°C, e extensdo de 8 minutos a 72°C. As
condi¢cbes de reacao e ciclagem da PCR para do gene ribossomal 28S rDNA foram

as descritas para o alvo 1 do gene 18SrDNA.
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A eletroforese foi realizada em gel de Agarose 2-3% seguido de uma
coloracdo com brometo de etidio a 0,5ug/ml. Posteriormente os géis foram
visualizados utilizando luz UV no transluminador UVP (Gel Logic — 212 PRO -
Carestream). Os produtos de PCR foram purificados utilizando GFX PCR DNA and
Gel Band Purification kit (GE Health Care). As reacbes de sequenciamento de DNA
foram realizadas utilizando o Big Dye terminator v 3.1 kit (Applied Biosystems) a
Plataforma de Sequenciamento PDTIS/Fiocruz (sequenciador Applied Biosystems
ABI 3730).

As andlises das sequéncias foram realizadas utilizando os programas
SegMan v. 7.00 -DNASTAR Lasergene (Madison Wisconsin, EUA), BioEdit v. 7.0.4.
(Department of Microbiology, North Carolina State University) Clustal X v. 1.83
(Thompson et al, 1997) e MEGA6 — Molecular Evolutionary Genetics Analysis
Version 6.0 - (Tamura et al, 2013).

As sequéncias obtidas dos isolados brasileiros de S. stercoralis que foram
geradas neste estudo foram depositadas no banco internacional de sequéncias
GenBank.

3.2.5. Aspectos Eticos

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres
Humanos do HUPE (CEP/HUPE), licenca 2789/2010; CAAE: 0234.0.228.011-10
(Anexo 1).
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4. Resultados

4.1. Estudo de série de casos

A casuistica incluiu 267 casos de estrongiloidiase intestinal. As idades
variaram de trés a 83 anos, predominando os adultos jovens (61/267 [30,6%]). Os
casos, em sua maioria, residem nos bairros da zona oeste do municipio do Rio de
Janeiro (90/267 [41,9%]). A frequéncia do sexo masculino foi maior (n=201, 74,3%) e
o historico de atividade ligada a agricultura estava presente em 78 pacientes
(28,7%). Entre os casos, 261 (98,1%) sdo brasileiros e 73 (27,3%) tém como
escolaridade apenas o 1° grau incompleto. Visto que o estudo foi realizado no Rio de
Janeiro, a naturalidade predominante foi a fluminense (n=171, 63,2%). Quando
guestionamos a profissdo das pessoas com estrongiloidiase, nos chamou atencao
que 42 (16,8%) deles estavam aposentados, o que sugere a longevidade da
infeccdo por este helminto, que em 189 (77,1%) dos exames parasitoldgicos de
fezes foi identificado sem associagdo com algum outro parasito.

Na Tabela 4.1, observamos que as neoplasias sdo doencas presentes em
portadores desse helminto. Estes pacientes, mesmo em uso de corticoterapia nao
evoluiram para disseminacdo da parasitose. Demonstram-se também outras
doencas presentes em pacientes com estrongiloidiase, que mesmo em uso de
corticoterapia sem tratamento prévio da parasitose ndo apresentaram disseminacao
para outros 6rgaos e tecidos.

Entre os 208 casos em que foi realizado hemograma imediatamente antes do
tratamento helmintiase, o percentual de eosindfilos variou de 0 a 49,1%. Na ocasiao,
145 pacientes (69,7%) estavam com contagem absoluta e proporcional de
eosinofilos acima da normalidade. Entre os 125 casos que realizaram um
hemograma prévio aquele realizado antes do tratamento, o percentual de eosindfilos
variava entre 0,1% a 72,9%, 82 (69,6%) estavam com contagem elevada.

Dos 74 pacientes com diagnostico de estrongiloidiase intestinal nao-
complicada, 65 foram divididos em trés grupos que receberam os tratamentos
subsequentes : i) de 36 pacientes recebeu tiabendazol 1500 mg / dia , durante cinco
dias , ii ) 12 pacientes receberam albendazol 400 mg / dia durante trés dias , e iii ) 17
pacientes receberam mebendazol 200 mg / dia durante trés dias .

Taxas de negativacdo do exame de fezes pela técnica Baerman - Moraes
foram: i) 32/36 (90%) entre os pacientes do grupo tiabendazol; ii) 06/12 (50 %) entre
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0s pacientes do grupo de albendazol e , iii) 15/17 (88%) entre os pacientes que

receberam o mebendazol.

Tabela 4.1: Caracteristicas dos 267 pacientes com estrongiloidiase intestinal
em relacdo as comorbidades, corticoterapia e tratamento de escolha.

Caracteristica

n (%)
Doencas associadas
SIDA/AIDS 47(17,3%)
Tuberculose 29 (10,7%)
Neoplasia 25 (9,25%)
Asma 19 (7,0%)
Doenca gastrointestinal 18 (6,6%)
Doenca reumatoldgica 11 (4,0%)
HTLV 10 (3,7%)
Cirrose hepatica 06 (2,2%)
Paracoccidioidomicose 04 (1,4%)
Outras doencas 98 (36,2%)
Corticoterapia
N&o fez uso 232 (86,8%)
Antes do tratamento 18 (6,7%)
Apés o tratamento 06 (2,2%)
Fez uso sem o tratamento 02 (0,7%)
Fez uso durante o tratamento 01 (0,3%)
Ignorado 08 (2,9%)
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4.2 Estudo de caso-controle

As doencas reumaticas foram associadas com estrongiloidiase intestinal
através da analise bivariada (OR = 3.65, 95% CI = 1.02-13.11, p = 0.028) (Tabela
4.2). Apo6s controle dos géneros usando regressao logistica (masculino/feminino, OR
= 2.58, 95% CIl = 1.57-4.24, p <0.001), as doencas reumaticas permaneceram
significativamente associados com a estrongiloidiase intestinal (OR = 4.96, 95% CI =
1.34 to 18.37, p = 0.0163). Em relacdo a contagem dos glébulos brancos, os
pacientes com estrongiloidiase demonstraram maior quantidade de eosindfilos
(10.32% * 7.2% vs 4.23 £ 2.92, p <0.001) e proporcional de mondcitos (8.49% =+
7.25 vs 5.39 + 4.31%, p <0.001). Além disso, pacientes com S. stercoralis
apresentam menor taxa de neutrdfilos (52.85% + 15.31 vs 61.32% + 11.4; p < 0.001)
e linfocitos (28.11% + 9.72 vs 30.90 + 9.51%, p = 0.009) do que os controles
(Tabela 4.3).
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Tabela 4.2. Doencas de base associadas com a estrongiloidiase intestinal

nao complicada no Rio de Janeiro, Brasil

95%
Casos
Controles (n=133) OR (95%CI) Intervalo de p-valor
(n=167) ,
confianca (CI)
0.7759 -
HIV/
40 (24) 25 (18.8) 1.3606 0.174
AIDS
2.3861
0.4116-
14 (8.4) 12 (9) 0.9227 0.501
HTLV
2.068
Doenca
_ 0.2114-
cardio — 27 16.2) 46 (34.6) 0.3648 <0.001
vascular?
0.6293
_ 0.4778 -
Diabetes 08 (4.8) 04 (3) 1.6226 0.317
5.51
Doenca 0.4301-
_ 11 (6.6) 08 (6) 1.1018 0.517
Respira-
toriaP 2.8223
Hepatite 0.8347-
_ 11 (6.6) 03 (2.3) 3.0556 0.064
viral®
11.1856
0.6295—
Tubercu-
10 (6) 04 (3) 2.0541 0.174
losed
6.7031
0.616 —
Neopla-
_ 17 (9.9) 10 (5.2) 1.394 0.277
sias®
3.1546
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Doenca

renal
. 05 (3) 0 (0) - - NA
crénica

Desor-
dem 0.0743-
nutricio — 03 (1.8) 08 (6) 0.2858 0.0052
nal/meta 1.0994

bolica

Distur-
_ 0.095 —
bios 03 (1.8) 06 (4.5) 0.3872 0.152
siquiatri
Psid 1.5783
cosY

Doencas 1.0202 -
13 (7.8) 03 (2.3) 3.658 0.028
reumato-

l6gicas” 3.1161

0.2619-
05 (3) 04 (3) 0.9954 0.625
3.7824

Doencas

dermato-

l6gicas!

& 61 hipertensdo arterial, 7 angina pectoris, 4 insuficiéncia cardiaca
congestiva, 1 infarto agudo do miocardio; ® 8 asma, 11 doenca pulmonar obstrutiva
crénica; ¢ 6 hepatite B, 8 hepatite C; 9 12 tuberculose pulmonar, 1 tuberculose 6ssea,
1 tuberculose ganglionar; ¢ 5 linfoma, 1 mieloma mdltiplo, 1 neoplasia de utero, 1
neoplasia de colon, 1 neoplasia de es6fago, 1 neoplasia de estbmago, 2 neoplasia
de laringe, 1 neoplasia de pancreas, 3 neoplasia de prostata, 11 neoplasia de
pulmdo; T 5 dislipidemia, 3 hipotireoidismo, 3 obesidade; 9 6 depressdo, 2
esquizofrenia, 1 ansiedade; " 6 lupus eritematoso sistémico, 3 artrite reumatoide, 3
gota, 2 esclerodermia, 1 doenca de Behcet, 1 sindrome de Sjogren; ' 5 psoriase, 4

eczema.
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Tabela 4.3 Contagem sanguinea de glébulos brancos em pacientes com e

sem estrongiloidiase intestinal ndo complicada no Rio de Janeiro, Brasil

Controles
Casos (n=167) p-valor
(n=133)
Contagem  total de
. 7.945 +
glébulos brancos no sangue X 8.052+ 3.375 0.3008
1000 2.980
Neutréfilos nao
segmentados (%) 1.70£3.33 1.19+1.58 0-1674
Neutrofilos segmentados 59 85 + 610+ 114 0001
. 32 +11. <0.
(%) 15.31
TS
Eosinofilos(%) 10.32 + 7.2 4.23+2.92 <0.001
—
Linfocitos(%) 28 11 + 9.72 30.90 + 9.51 0.009
0
Mondécitos(%) 849 + 7.25 539 + 4.31 <0.001
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4.3 Comparacao da efetividade de diferentes compostos
benzoimidazélicos para tratamento da estrongiloidiase

intestinal

As taxas de negativacdo do exame de fezes pela técnica Baerman - Moraes
foram: i) 32/36 (90%) entre os pacientes do grupo tiabendazol ; ii) 6/12 (50 %) entre
0s pacientes do grupo de albendazol e , iii) 15/17 (88%) entre os pacientes que
receberam o mebendazol. A propor¢do de pacientes com negativagdo parasitolégica
foi significativamente menor entre os pacientes que receberam albendazol quando
comparada aquela observada entre os pacientes que receberem mebendazol ou
tiabendazol (p < 0,05; teste do qui-quadrado). O tiabendazol e o mebendazol

demonstraram uma eficacia similar, com taxas de cura semelhantes.
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4.4 Caracterizacdo da infeccédo cronica por Strongyloides

stercoralis e fatores associados:

Em 11 (34%) dos 32 pacientes foi caracterizada a infeccdo croénica pela
deteccao de larvas de S. stercoralis em amostras fecais examinadas pela técnica de
Baerman-Moraes. Entre os pacientes com infeccao persistente, quatro tinham AIDS
como doenca de base, dois eram portadores de IUpus eritematoso sistémico (ambos
em uso de corticoterapia sistémica), um tinha infec¢cdo pelo HTLV e um pelo HCV.
Observou-se que, entre estes onze pacientes, cinco haviam sido tratados com
albendazol e dois com subdose de tiabendazol. A média de tempo entre o
diagndstico inicial de estrongiloidiase e o exame realizado para caracterizacdo da
infeccdo persistente foi de 10,2 anos, variando entre 05 e 16 anos. A média de idade
destes pacientes foi de 42,4 anos, variando entre 22 e 59 anos. Um dos pacientes
foi diagnosticado com estrongiloidiase em 1999, tendo seu exame repetido em 2015,
mantendo-se positivo. Este paciente ndo possuia doenca imunoldgica de base. A
Tabela 4.4 compara algumas caracteristicas dos pacientes que mantiveram infeccao
persistente e daqueles que tiveram exame negativo na segunda avaliacdo. Observa-
se que a média de idade foi semelhante entre os pacientes positivos e negativos
para infecgcdo persistente, 42,3 e 46 anos, respectivamente. Tratamentos mais
efetivos para a estrongiloidiase intestinal, como tiabendazol durante 05 dias e
ivermectina foram observados apenas no grupo negativo para persisténcia da
infecgdo. A corticoterapia sistémica foi observada mais frequentemente entre os
pacientes com infeccao persistente (02/11; 18,2%) do que entre aqueles com exame
negativo no seguimento (01/21; 4,8%) (Tabela 4.5).

As larvas obtidas pela técnica de Baerman-Moraes dos pacientes com
infeccdo persistente foram caracterizadas (Figura 2). O nimero médio de larvas
recuperadas dos pacientes foi 3,7 variando entre duas e 17. Todas as 41 larvas
examinadas foram caracterizadas como rabditéides (Figura 2). As dimensfes das

larvas estudadas sé&o apresentadas na Tabela 4.5.
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Tabela 4.4 Caracteristicas dos pacientes com e sem infec¢ao persistente por

Strongyloides stercoralis

Infecgéo persistente positiva
(n=11)

Infecg&o persistente negativa
(n=21)

Doenca de base

HIV/AIDS 04 (36,4%) 03 (14,3%)
LUpus eritematoso 02 (18,2%) 01 (4,8%)
sistémico

Infeccéo pelo HTLV 01 (9,1%) 0 (0%)
Hepatite C 01 (9,1%) 01 (4,8%)
Artrite reumatoide 0 (0%) 01 (4,8%)
Tuberculose 0 (0%) 01 (4,8%)
Paracoccidioidomicose 0 (0%) 01 (4,8%)

Outras

03 (27,3%)

13 (61,9%)

Idade (anos)

0-18 0 (0%) 02 (9,5%)
19 - 40 04 (36,4%) 04 (19%)
41 - 60 05 (23,8%) 05 (23,8%)
> 60 0 (0%) 06 (28,6%)
Média 42,3 anos 46 anos
Tratamento prévio

Albendazol dose Unica 04 (36,4%) 0 (0%)
Albendazol 03 dias 01 (9,1%) 02 (9,5%)
Tiabendazol 03 dias 02 (18,2%) 0 (0%)
Tiabendazol 05 dias 0 (0%) 05 (23,8%)
Mebendazol 03 dias 0 (0%) 01 (4,8%)
Ivermectina 0 (0%) 01 (4,8%)

Sem dados sobre

tratamento

04 (36,4%)

12 (57,1%)

Corticoterapia

sistémica
Sim 02 (18,2%) 01 (4,8%)
Néao 09 (81,8%) 20 (95,2%)
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Figura 2. Larvas rabditéides obtidas em exames de fezes (Baerman-Moraes)
de pacientes com infeccdo persistente (A): amostra paciente HPE 1. (B): amostra

paciente HPE 2.

42



Tabela 4.5 Resultados da analise morfométrica das larvas isoladas das

amostras de fezes dos pacientes HPE.

Amostras Comprimento (um) Largura (um)
HPE1.1 13,3 0,76
HPE1.2 14,06 0,95
HPE1.3 13,87 0,76
HPE 1.4 36,19 3,04
HPE 1.6 41,91 2,85
HPE 1.7 12,35 1,14
HPE 1.12 11,4 0,76
HPE 1.14 1,30 1,53
HPE 1.15 22,8 1,33
HPE 1.16 21,8 1,52
HPE 1.17 20,9 1,33
HPE 1.18 19,0 1,33
HPE 1.19 21,8 1,52
HPE 1.20 18,4 1,14
HPE 1.21 14,06 0,95
HPE 1.22 12,9 0,76
HPE 1.23 12,1 0,76
HPE 22.1 21,8 1,52
HPE 2.2 19,0 1,33
HPE 2.9 15,0 0,76
HPE 2.11 16,1 0,76
HPE 3.1 19,0 1,52
HPE 3.2 16,1 0,76
HPE 4.1 11,7 1,52
HPE 4.2 18,05 0,95
HPE 5.1 19,0 1,52
HPE 5.3 14,06 0,76
HPE 6.1 6,2 0,95
HPE 6.2 19,0 1,52
HPE 6.3 13,6 0,95
HPE 7.1 13,6 0,76
HPE 7.2 12,9 0,95
HPE 7.3 13,6 1,14
HPE 8.1 13,3 0,76
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HPE 8.2 14,06 0,76
HPE 9.1 13,87 0,76
HPE 9.2 13,3 0,95
HPE 10.1 14,06 0,95
HPE 10.2 12,35 1,33
HPE 11.1 12,1 1,33
HPE 11.2 20,9 1,52
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4.5 Analise Molecular

Os resultados da extracdo de DNA das larvas isoladas mostraram uma
concentracdo media do DNA de 16,52 ng/uL e valores minimos e maximos de 2,6 e
33,5 ng/uL, respectivamente, em 25 larvas (Tabela 4.6). Outras amostras né&o
geraram concentracdo de DNA suficientes para conduzir a analise molecular com

valores de zero ou negativos.

45



Tabela 4.6. Resultados de concentracdo de DNA, amplificacdo por PCR e

sequenciamento nucleotidico.

Amostras | Concentragcdo de DNA | Resultados da PCR Sequencias de DNA
(nglut) 18S rDNA | 28SrDNA | 18S rDNA | 28SrDNA

HPE 1.1 19,5 + + + +

HPE 1.2 27,5 - - - -

HPE 1.3 18,5 + + + +

HPE 2.1 19,5 - - - -

HPE 2.2 24,5 - - - -

HPE 2.9 18,5 + + + +

HPE 2.11 | 23,5 - - - -

HPE3.1 |[155 + - + -

HPE 3.2 28 * - - -

HPE42 |21 + + + +

HPE53 |21 + + + ek

HPE6.1 |[335 + - + -

HPE6.2 |19 + - + -

HPE6.3 |18 + - *x -

HPE7.1 |225 + - ok -

HPE7.2 |18,5 + + *x +

HPE7.3 [17,1 + + e =

HPE81 |6 - + - wox

HPE82 |75 + + xx +

HPE9.1 |44 + + *x +

HPE 9.2 10,6 + + rx +

HPE 10.1 6,4 - - - -

HPE 10.2 4.9 + - + -

HPE 11.1 2,6 - - - -

HPE 11.2 | 4,9 - - - -

Total n=25 | 16,52 16 (64%) | 11 (44%) | 9 (36%) | 8 (32%)

*O DNA insuficiente; *Banda de produto de PCR perdida na purificagéo;

***Cromatograma de baixa qualidade.
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Resultados positivos da PCR com os alvos 28S rDNA e 18S rDNA alvo 1
foram obtidos em 16 (64%) e 11 (44%) das amostras, respectivamente, com 17
(68%) amostras positivas em total e 10 (40%) confirmadas para ambos os alvos
moleculares (Figura 3, Tabela 4.6). O alvo 2 do 18S rDNA nao gerou amplificacdes
de qualidade, e ainda foram identificadas amplificagBes inespecificas de fungos e
bactérias.
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L0 e d 20 3 30 340 1B aed6

Figura 3. Eletroforese em Gel de agarose a 3%, demonstrando resultados da PCR
para deteccao de Strongyloides sp. Pistas 1-8: alvo molecular 18S rDNA alvol; 9-16:
28S rDNA. Pistas 1 e 9; HPEL1.1; Pistas 2 e 10; HPEL1.2; Pistas 3 e 11; HPE1.3;
Pistas 4 e 12; HPE2.1; Pistas 5 e 13; HPE2.2; Pistas 6 e 14; HPE2.11; Pistas 7 e 15;
Controle negativo da extracdo de DNA; Pistas 8 e 16; Controle negativo da PCR; M:

Marcador de peso molecular 50pb (Invitrogen).
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Na maior partes das vezes, foram amplificadas bandas Unicas, o que permitiu
a purificacéo direta e posterior sequenciamento direto dos produtos de PCR, o que
indica uma especificidade dos alvos da PCR. Entretanto foi baixa a eficiéncia na
purificacdo dos produtos da PCR e no sequenciamento nucleotidico posterior,
principalmente pela baixa intensidade de algumas bandas que foram perdidas
nestes procedimentos, ou a baixa qualidade dos cromatogramas resultantes (Figura
3, Tabela 4.6).

Andélise das sequéncias de DNA

Os produtos de PCR foram sequenciados e as sequéncias foram editadas no
programa SegMan v.7 (DNAstar Lasergene) para obtencédo da sequéncia consenso
com resultados de sequencias de qualidade em 9 (36%) e 8 (32%) para os alvos
28S rDNA e 18S rDNA, respectivamente (Figura 4).

40 50 L] 70 &0 a0 100 110 120
o by e e e ey by b e b e by b by b e by ey

IGGTIGATRAL R C AT CATCTARGGCTAR AT AT TICCTATGRARAT CCGATAGTGAR CALGTACTGTIGARAGGRARRATTGCARRAGTACTICCGGAGRAGR

7

ottt Wt

v
TGGTIGATARRCRATCATCTARGGCTARATATTICCTATGTIATCCGATAGTGRARCRAAGTACTGTIGAR

1]

GRRRATTIGCARRGTACTCCGGAGAGR

SK@Q@Q{Q[& s o 1= ' B v e 5 &E&ticm =i

ITCATCTRRG

CTRRRTATTCCTATGAATCCGATAGTGAACAAGIACTGIGAAGGRAARATTGCARAGTACTCCGGAGAGR

Figura 4. Fragmento de cromatograma na edicdo de sequéncias do alvo 28S
rDNA de amostra HPE 1.1.

As sequéncias consensos dos genes alvos foram comparadas com as do
Banco Internacional de Sequéncias Genbank, com o uso do comando Blast/NCBI
demonstrando para o alvo 18S rDNA, uma identidade de 99-100% em 35-102 pb
com as sequéncias de S. stercoralis disponiveis no GenBank. Apesar da alta
conservacdo génica da regido em analise entre todas as sequéncias do género (0
gue ndo permitiria uma identificacdo especifica de S. stercoralis), foi detectado o
polimorfismo G—C na posicdo 1560 utilizando como sequencia referéncia de S.
stercoralis AB923888 [posi¢cdo 95 (G95C) no alinhamento da Figura 5A] que esta

presente somente nas amostras de S. stercoralis, o que pode ser considerado como
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uma assinatura genética. Esta assinatura foi detectada em todas as sequencias
deste estudo que possuiam cobertura até esta posi¢ao, conforme demonstrado na
Figura 5A, indicando uma especificidade de espécie.

As sequéncias de 28S rDNA obtidas neste estudo demonstraram uma
identidade de 99% de identidade em 180pb com as sequéncias de S. stercoralis
disponiveis no GenBank. Esta alta identidade com a espécie e o0 género, exclui
totalmente a possibilidade de identificacdo errbnea de larvas de ancilostomideos na
analise morfologica inicial, prévia a extracdo de DNA. Como demostrado claramente
no alinhamento de sequencias do gene 28S rDNA, as espécies de ancilostomideos,
Necator americanus, Ancylostoma caninum e Uncinaria sp. apresentam um conjunto
de polimorfismos carateristicos de assinaturas genéticas de ancilostomideos que
estdo ausentes no género Strongyloides (Figura 5B). Novamente, existe uma alta
conservacdo génica da regido em analise entre todas as sequencias do género
Strongyloides, que ndo permitem uma determinacdo especifica da espécie S.
stercoralis. Entretanto o polimorfismo A211G, segundo a sequéncia referéncia
Genbank de S. ratti AY294186 (A29G na Figura 5B) estd presente somente nas
amostras de S. ratti e S. fuelleborni. Houve similaridade genética dos isolados dos
pacientes com infeccdo crdénica com outras espécies de Strongyloides, porém estas
nao foram descritas como capazes de causar infeccdo humana. Por ultimo, mas nao
menos importante, podemos observar um polimorfismo C264T, segundo a
sequéncia referéncia Genbank de S. stercoralis AY294186 (C83T na Figura 5B)
presente somente nas amostras deste estudo, o que sugere uma nova assinatura
genética.

As analises filogenéticas demonstradas na Figura 6 foram construidas com
base somente no alvo 28S rDNA por apresentar um tamanho maior e relativa
variabilidade ao contrario do alvo 18S rDNA. Foram geradas arvores filogenéticas
dois métodos (NJ e ML) e incluindo ou ndo os membros de outros géneros. Para a
analise NJ K2P foi aplicado o modelo K2P seguindo o protocolo Barcoding CBOL.

Para ML os modelos selecionados pela
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Alinhamentos nucleotidico das sequencias de Strongyloides sp. obtidas neste estudo
com as sequencias referencias disponiveis no GenBank. A: alvo molecular do gene
18S rDNA; B: alvo molecular do gene 28S rDNA. As amostras do estudo estédo
identificadas como HPE. Sequencias referencias estdo mostradas com o nome da
espécie e o numero de acesso do GenBank. As assinaturas genéticas estdo em

caixa vermelha.

Analise foram K2P+| e K2P, para o dataset com e sem 0s outros géneros além de
Strongyloides sp., respectivamente.

Apesar de o gene 28SrDNA ser conservado e nao ser considerado para
discriminar espécies, a analise filogenética com ambos os métodos o sem ou com 0s
grupos externos demostra claramente que 0s parasitos pertenciam ao género
Strongyloides e permitiu descartar a possibilidade de tratar-se de ancilostomideos,
confirmando a analise genética de ambos os genes (Figura 6). Um grupo com um
alto valor estatistico de bootstrap € formado somente com membros do género
Strongyloides incluindo as sequencias geradas neste estudo. Puderam também ser
descartadas infecgBes por duas espécies de S. ratti e S. fuelleborni que foram um
discreto subgrupo dentro do género. Importantemente, Strongyloides fuelleborni é a
outra espécie do género capaz de infectar o homem.

O conjunto da andlise genética, filogenética e das relagbes parasito-
hospedeiro, nos permite concluir que os isolados pertencem a espécie S. stercoralis

Adicionalmente, um subgrupo muito bem definido, e por vezes com um
suporte estatistico médio, formado somente com as sequencias de S. stercoralis
deste estudo é visivel. Isto reforca a ideia de que os isolados do Brasil teriam um
componente de especificidade que diferencia dos outros S. stercoralis disponiveis no

banco, com procedéncia identificavel na Asia, entre outros.
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Figura 6: Arvores filogenéticas das sequéncias de Strongyloides do gene ribossomal
28S RNA obtidas no estudo. A. Arvore de NJ com modelo K2P B. Arvore ML com
modelo K2P+l como gerado na analise. C. NJK2P. D. MLK2P. Amostras deste
estudo HPE=SS. Sequencias referencias estdo mostradas com o nome da espécie e

0 numero de acesso do GenBank.
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5. Discussao:

Este estudo descreve uma casuistica de 267 pacientes com estrongiloidiase
intestinal ndo complicada, os quais eram portadores de diversas doencas de base,
tendo sido avaliados com o exame parasitologico de fezes pela técnica de Baerman-
Moraes. Uma grande proporcdo dos pacientes realizou a investigacdo para
estrongiloidiase no contexto da necessidade de se submeter a terapia
imunossupressora, seja com corticoides ou quimioterapia antineoplasica. A
casuistica inclui ainda pacientes com HIV/AIDS, infeccédo pelo HTLV, hepatites virais
e tuberculose.

Entre os casos, grande parte possuia como escolaridade apenas o ensino
fundamental incompleto. Visto que o estudo foi realizado no Rio de Janeiro,
predominaram naturais deste estado. A descricio das caracteristicas
epidemioldgicas dos pacientes revela uma grande amplitude de idades,
predominando, entretanto adultos jovens do sexo masculino, economicamente
ativos. A presenca da estrongiloidiase, em prevaléncia elevada em pessoas que
trabalham na agricultura foi demonstrada na China, em estudo que também relata a
associacao desta parasitose com o trabalhador do sexo masculino (Steinmann et al.
2007).

De acordo com Davidson et al. (1984), os homens possuem maior risco de
adquirir a estrongiloidiase do que as mulheres. Estudos em ratos realizados por
Kiyota et al. (1984), levantaram a hipotese de que fatores hormonais possam estar
envolvidos. Devido a tratar-se de uma infeccao transmitida pela via percutanea, a
exposicdo ao solo é um fator de risco para aquisicdo desta parasitose. A maior
exposicdo de homens em atividades ligadas a agricultura ou mesmo recreacionais
poderia explicar e maior frequéncia do sexo masculino nesta casuistica de
estrongiloidiase intestinal. Walzer et al., 1982 analisaram casos de estrongiloidiase
em Kentucky, nos Estados Unidos, relatando que o0s pacientes eram
predominantemente do sexo masculino, adultos, praticantes de atividades que
propiciam o contato com o solo, com menor nivel socioeconbmico e,

frequentemente, com doencas de base.
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No presente estudo, notou-se que uma proporcao significativa das pessoas
com estrongiloidiase relatou ja ter praticado atividades relacionadas a agricultura.
Este histérico de atividade ligada a agricultura pode ser explicado pela exposi¢cdo ao
solo contaminado sem a utilizacdo de equipamentos de protecdo. Os espacos
interdigitais dos dedos dos pés como portas de entrada para as larvas de S.
stercoralis € um aspecto descrito por Leyva et al. (2011). Prevaléncia elevada de
estrongiloidiase em areas rurais do Camboja foi relatada por Khieu et al.(2014), em
estudo que também demonstra a associacdo entre esta infeccdo e 0 sexo
masculino, com taxas de infec¢do que sdo maiores nas faixas etarias mais elevadas.

Os dados deste estudo confirmam que a estrongiloidiase no Brasil esta
presente predominantemente em homens, sendo a infec¢cdo possivelmente adquirida
em décadas passadas persistindo assintomatica e sendo detectada quando estas
pessoas, por apresentarem condi¢des clinicas complexas requerendo hospitalizacéo
e terapia imunossupressora, realizam exames de rotina, incluindo a avaliacdo
coproparasitolégica pela técnica de Baerman-Moraes. Quando questionamos a
profissdo dos casos, nos chamou atencdo a parcela significativa de aposentados.
Assim, pode-se demonstrar a longevidade da infeccao por este helminto, que nos
exames parasitologicos de fezes em sua maioria, foi identificado sem associacéo
com algum outro parasito. Deve-se considerar que 0s exames parasitolégicos de
fezes realizados rotineiramente em nivel de atencao primaria a saide ou mesmo em
laboratorios particulares ndo realiza a técnica de Baerman-Moraes, ndo tendo
capacidade, portanto, de diagnosticar a infeccdo por S. stercoralis. Desta forma, a
estrongiloidiase passa a ser diagnosticada apenas no nivel terciario, em hospitais
com maior infraestrutura laboratorial.

No Brasil, inquéritos em populacdo idosas em Uberlandia, Minas Gerais,
encontrando taxa de positividade para larvas de S. stercoralis de 5%, com maior
frequéncia no sexo masculino. Entretanto, poucos estudos de prevaléncia de
parasitoses intestinais realizados no pais utilizam metodologia adequada para
diagnéstico da estrongiloidiase. Estudo realizado no ambito da disciplina
Epidemiologia Aplicado do Curso de Poés-graduacdo em Medicina Tropical, do
Instituto Oswaldo Cruz, incorporou esta técnica para o diagnéstico das parasitoses
intestinais no Alto Rio Negro, identificando taxas de prevaléncia entre 3 a 5% em
Santa Isabel do Rio Negro (Carvalho-Costa et al. 2007, Valverde et al. 2011). Na

regido nordeste, temos também utilizado estas técnicas, identificando taxas de
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prevaléncia em torno de 1%, em regifes rurais dos estados do Piaui e Ceard
(Valverde et al. 2011)

O presente trabalho inclui um estudo de caso-controle, no qual foi possivel
parear, por idade, casos de estrongiloidiase intestinal e pacientes negativos para
esta parasitose. Os controles eram todos acompanhados no HUPE por diversas
condic@es clinicas e em diferentes servicos e especialidades médicas.

Para o estudo de caso-controle, as diferentes doencas de base foram
agrupadas. O achado principal deste estudo foi que as doencas reumatoldgicas
estavam presentes em proporcédo significativamente maior entre 0s pacientes
positivos para S. stercoralis do que entre os controles, em uma razdo de
aproximadamente 4:1. Entre os pacientes com doencas reumatoldgicas havia casos
de lUpus eritematoso sistémico, artrite reumatoide e outras condi¢cdes. Um aspecto
importante é que os pacientes positivos apresentavam estrongiloidiase intestinal ndo
complicada, ndo sendo observados casos de estrongiloidiase grave ou disseminada.
Desta forma, deve-se interpretar com cautela a provavel associacdo entre a
estrongiloidiase presente no grupo de pacientes com doencas auto-imunes, € 0 uso
de terapia imunossupressora e corticoides. Argumentamos que, mesmo ndo tendo
sido identificados casos de estrongiloidiase disseminada entre os pacientes com
doencas reumatolégicas, € possivel que a terapia imunossupressora e a
corticoterapia estejam associadas a maior multiplicacdo do parasita no intestino e
maior capacidade de deteccdo pelo exame parasitolégico. Genta (1992) discute
aspectos relacionados a hiperinfeccdo e formas disseminadas na estrongiloidiase.
Em sua argumentacao, traz a hipotese de que os corticosteroides podem agir nos
parasitas, de forma analoga aos ecdisterdides, hormoénios dos helmintos capazes de
induzir a muda das larvas, aumentando a producdo de larvas filariéides no tubo
digestivo do hospedeiro e consequentemente levando a taxas mais elevadas de
autoinfeccdo. Com esta perspectiva, os efeitos da dexametasona sobre o
desenvolvimento de S. venezuelensis em um modelo murino foi estudado, revelando
maior fertilidade das fémeas do parasita quando este farmaco foi administrado em
ratos (Machado et al., 2011).

A literatura traz diversos trabalhos, a maioria relatos de caso, demonstrando a
sindrome de hiperinfeccdo por S. stercoralis em pacientes com lUpus eritematoso

sistémico.
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Com relacdo a presenca da estrongiloidiase em pacientes com doencas
reumatoldgicas, o presente estudo aponta para a possibilidade de que a terapia
imunossupressora ou a desregulacdo imune presente nas doencas reumaticas
podem estar associadas ndo s6 a disseminacao da estrongiloidiase, mas também a
forma intestinal ndo complicada da doenca.

A associacao entre a infeccdo pelo HTLV e a estrongiloidiase tem sido
estudada por alguns autores. No Brasil, Furtado et al. (2013) chamam a atencéo
para a presenca de infec¢do por S. stercoralis em 10% dos pacientes com HTLV 1/2
atendidos em um centro de referéncia no estado do Para. Sugere-se que a interacdo
entre o HTLV e S. stercoralis seja decorrente de desregulacdo imunologica do
hospedeiro, com proposto por Satoh et al. (2002), que demonstraram menores taxas
de cura desta helmintiase em pacientes com HTLV, em um mecanismo dependente
de TNF e TGF-beta. Menores taxas de cura e maior prevaléncia da estrongiloidiase
em portadores do HTLV foram também relatadas por Hirata et al. (2006) que
sugerem haver sinergismo entre os patégenos nesta coinfeccao, levando a maior
carga parasitaria e maior carga viral do HTLV. O presente estudo comparou a
prevaléncia de infeccdo pelo HTLV nos grupos positivo e negativo para S.
stercoralis, revelando taxas de positividade bastante semelhantes, de 8,4% e 9%,
respectivamente, ndo identificando, portanto, o HTLV como uma infeccdo associada
a estrongiloidiase.

Com relacédo a interacéo entre a estrongiloidiase e a AIDS, o presente estudo
indica que a frequencia de infec¢do pelo HIV tende a ser maior entre 0s pacientes
positivos para S. stercoralis, quando comparados aos pacientes sem esta
helmintiase, porém sem significAncia estatistica. Um estudo de caso-controle
realizado na Tailandia sugere que o HIV é um preditor da estrongiloidiase
(Paporiboune et al. 2014). No Brasil, Bachur et al. (2008) comparou as taxas de
positividade para S. stercoralis em pacientes com AIDS nos periodos anterior e
posterior a implementacdo da terapia antirretroviral combinada, relatando
frequéncias de 30% e 11%, respectivamente, sendo a estrongiloidiase mais
frequente em pacientes do sexo masculino. No presente estudo, observamos que a
coinfeccdo com HIV esteve presente nos casos e controles com frequéncias
semelhantes. Com o inicio da epidemia de AIDS, nos anos 1980, conhecendo-se 0
fato da estrongiloidiase ser uma parasitose cuja morbidade € influenciada pela
imunidade do hospedeiro, acreditou-se que S. stercoralis seria incluido no grupo de

patdgenos oportunistas. O assunto foi revisto recentemente por Siegel & Simon
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(2012). Argumenta-se que o efeito imunossupressor predominante de infeccao por
HIV é uma deficiéncia imunitaria celular, conforme evidenciado por um declinio
progressivo em linfocitos CD4 +. No entanto, dentro da populacdo de células CD4 +,
existe um maior declinio na atividade das células T auxiliares Tipo 1 (Thl) do que do
tipo T helper 2 (Th2). Células Thl produzem uma variedade de citocinas proé-
inflamatorias que modulam a resposta imune celular, incluindo interferon gama (IFN-
y), interleucina 2 (IL-2) e fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) [10]. As células Th2,
por outro lado, sdo mais ativos na mediacdo da imunidade humoral e produzem
citocinas IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13. O conceito de Thl para Th2 no decurso da
infeccdo por HIV tem sido avancado por alguns investigadores como um marcador
para a progressdo do HIV. Outros ndo confirmaram estes resultados e eles
permanecem um tanto controverso. No entanto, ao passo que ha uma profunda
perda de atividade imunitaria Thl em pacientes com AIDS avancada, pode haver
pouca alteracdo na atividade das citocinas mediadas por Th2. De fato, os niveis de
citocinas Th2, IL-4 e IL-10, foram encontrados por serem mais elevadas em
pacientes infectados com HIV, tanto com ou sem infec¢des oportunistas, do que nos
controles nado infectados. A potencial consequéncia disto € que para muitos
pacientes co-infectados, a resposta Th2 mediada a infeccdes por helmintos pode ser
conservada.

Neste sentido, argumentamos que a associacdo entre a estrongiloidiase e a
AIDS decorre de fatores comportamentais que possibilitam uma maior exposicéo a
infeccdo pelo parasito em pacientes coinfectados.

O sinergismo entre os patégenos S. stercoralis e Mycobacterium tuberculosis
tem sido investigado. Foi demonstrado que a coinfeccdo com S. stercoralis é
associada a um decréscimo significativo nos niveis séricos de proteinas de fase
aguda, metaloproteases, assim como de marcadores de ativacdo sCD14 e sCD163,
de modo que o parasita € capaz de modular a resposta do hospedeiro a tuberculose,
atenuando a sua gravidade (George et al., 2014).

Por outro lado, estudos em modelos animais sugerem que a intensificacdo
das respostas celulares Thl que ocorrem no curso da tuberculose, ocasionando
maior producdo de IFN-gama e IL-10 e declinio na producédo de IL-4 e IL-13
favorecem a infeccado por S. stercoralis, aumentando sua carga parasitaria (Carmo et
al., 2009). Embora néo seja rotina a investigacdo da presenca da estrongiloidiase
em pacientes diagnosticados com tuberculose, observamos no presente estudo que,

entre os pacientes com estrongiloidiase estudados, uma importante proporc¢ao tinha
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tuberculose, sendo a presencga desta doenca duas vezes mais frequente entre os
casos do que entre os controles.

Graeff-Teixeira et al. (2008), na cidade de Porto Alegre, RS, realizaram um
estudo com pacientes portadores de neoplasias, demonstrando que 8,3% destes
pacientes apresentavam larvas de S. stercoralis em suas fezes, detectadas através
do método de Baerman-Moraes, sendo que nenhum deles apresentou
estrongiloidiase complicada, como também demonstramos na nossa série de casos.
No presente estudo, observamos que as neoplasias sdo doengas presentes em
portadores desse helminto. O diagnostico de cancer, como condi¢&o clinica de base,
foi mais frequentes entre os casos de estrongiloidiase do que entre os controles.
Estes pacientes, mesmo em uso de corticoterapia ndo evoluiram para disseminacao
da parasitose. Zueter et al. (2014) investigaram a presenca da estrongiloidiase em
192 pacientes com neoplasias, identificando apenas um (0,5%) paciente positivo.

Embora tenha sido detectada nenhuma associacdo entre infeccdo por S.
stercoralis e hepatite viral, relatérios indicaram que a terapia antiviral com ribavirina
poderia desencadear estrongiloidiase disseminada em pacientes parasitados. Nosso
estudo descobriu que a frequiéncia de infeccdo pelo virus da hepatite virus B e C foi
um pouco maior entre 0s pacientes com estrongiloidiase do que no grupo controle.
Parana et al. (2000) descrevem dois casos de estrongiloidiase disseminada no
Brasil, apds inicio de tratamento de hepatite C com ribavirina e interferon.

A importancia do diagnéstico de estrongiloidiase em pacientes com doenca
renal cronica € a possibilidade da terapia imunossupressora apds o transplante
renal. Assim, os pacientes transplantados devem também ser avaliados para
infeccdo por S. stercoralis. Casos de estrongiloidiase disseminada apos transplante
renal tém sido relatados. A hiperinfeccdo por S. stercoralis apds corticoterapia
devido a sindrome nefrética também foi notificada. Copelovitch et al. (2010) relatam
a deteccdo trés vezes mais frequente de S. stercoralis em criancas com sindrome
nefrética comparadas com criancas sem esta afeccado renal. A importancia da
infeccdo por S. stercoralis em pacientes com neoplasias reside no fato de que a
guimioterapia imunossupressora pode conduzir a formas graves desta parasitose.
Estrongiloidiase em pacientes sujeitos a quimioterapia deve ser adequadamente
tratado com farmacos eficazes. Neste estudo, quase 10% dos infectados com
estrongiloidiase estavam associados a neoplasias malignas; esta taxa atingiu 5,2%
entre os controles. Esses dados reforcam a necessidade de realizagcao de exame de

fezes adequado para a deteccao de larvas de S. stercoralis no tratamento de rotina
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de pacientes com diagnostico de céancer. A importancia do diagndéstico de
estrongiloidiase em pacientes com doenca renal crénica € a possibilidade da terapia
imunossupressora ap0s o transplante renal. Assim, 0s pacientes transplantados
devem também ser avaliados para infec¢éo por S. stercoralis. Embora os pacientes
com doencas respiratorias cronicas costumem usar esterdides, ndo observamos
associacao deste grupo de doencas com estrongiloidiase. Importante ressaltar que a
estrongiloidiase por si s6, pode ser uma causa de sintomas pulmonares obstrutivas.

Observamos que as neoplasias sdo doencas presentes em portadores desse
helminto. Estes pacientes, mesmo em uso de corticoterapia ndo evoluiram para
disseminacdo da parasitose. Outras doencas presentes em pacientes com
estrongiloidiase, que mesmo em uso de corticoterapia sem tratamento prévio da
parasitose também ndo apresentaram disseminacéo para outros 6rgaos e tecidos.

E interessante notar, neste estudo, que a frequéncia de doencas
cardioldgicas foi significativamente maior entre os controles nédo infectados do que
entre 0s pacientes com estrongiloidiase. Deve-se considerar que pacientes com
condic¢des cardiolégicas como doenca de base usualmente ndo estardo submetidos
a terapias imunossupressoras, como 0s aqueles incluidos nos demais grupos de
patologias definidos neste estudo.

Para autores como Gonzélez et al. (2010), a eosinofiia é um achado
inconstante na estrongiloidiase e pode flutuar em diferentes graus. Em pacientes
imunodeprimidos por alguma doenga ou em uso de imunossupressores pode estar
até ausente. Identificamos que as contagens relativas médias de eosinoéfilos foram
significativamente superiores no grupo de pacientes com estrongiloidiase do que no
grupo de controles negativos para esta parasitose. Desta forma, foi também
observada uma média inferior de contagem relativa de neutréfilos no grupo positivo
para S.stercoralis. A associacdo entre a estrongiloidiase e a eosinofilia € bem
estabelecida, embora a auséncia desta correlacdo tenha também sido apresentada
na literatura (Salim et al.,, 2014). Modelos animais tém demonstrado que o0s
eosinofilos sdo capazes de conter a infeccdo por S. stercoralis, matando as larvas
ativamente, no contexto da resposta imune primaria (O’Connell et al., 2011).

Em nosso estudo a ivermectina foi a droga de melhor eficécia, e o tiabendazol
em comparagdo com o mebendazol demonstraram uma taxa de cura semelhante. A
negativagdo parasitologica foi significativamente menor entre os pacientes que

receberam albendazol.
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O albendazol tem se mostrado menos eficaz na erradicagdo do helminto.
Diversos estudos clinicos demonstram que o albendazol ndo possui uma taxa de
cura relevante quando comparado a outros anti-helminticos disponiveis atualmente
(Rialch et al., 2013)- O tiabendazol é considerado farmaco de primeira linha pela
capacidade em erradicar o helminto, mas possui efeitos adversos graves,
principalmente hepaticos, que podem descontinuar o tratamento em alguns casos
(Bisoffi et al., 2011). Alguns autores compararam a ivermectina e o tiabendazol
relatando para ambos uma boa resposta terapéutica, destacando apenas a
ivermectina por melhor tolerancia clinica (Massoud, et al., 2006; De Souza et al.,
2014). Destaque esse que também pode ser dado ao mebendazol, identificado em
nosso estudo como uma boa alternativa na impossibilidade de resisténcia ao
tiabendazol, e com menos efeitos colaterais. Portanto, o mebendazol mesmo sendo
classificado por alguns autores com baixa eficacia, por provavelmente sé suprimir a
infeccdo por um curto periodo de tempo, pode em associacdo com o tiabendazol,
ser um tratamento seguro, com alta taxa de cura e baixa toxicidade.

A infeccdo crbnica assintomatica pelo S. stercoralis foi encontrada nos
pacientes com AIDS e IUpus eritematoso sistémico, esse Ultimo mesmo em uso de
corticoterapia sistémica ndo evoluiu com disseminagcdo e/ou complicagbes
infecciosas associadas a essa helmintiase (Schar et al, 2013) A persisténcia dessa
infeccdo assintomatica foi de 10,2 anos, chegando a 16 anos em um caso sem
doenca imunoldgica, por isso a necessidade de triagem de pacientes mesmo
assintomaticos (Costa-Cruz, 2003). Keiser et al., 2004 relataram em seus estudos
que mais de 50% dos pacientes com estrongiloidiase sdo assintoméaticos, o que
reforca a deteccao desses casos principalmente se forem imunossuprimidos.

A média de idade destes pacientes foi a mesma nos dois grupos, com e sem
infeccdo diagnosticada, estudos como o de Baptista et al., 2006 que apontam o
adulto jovem como economicamente ativo e com maior contato com solo,
principalmente os oriundos em localidades rurais.

Tratamentos menos efetivos para a estrongiloidiase intestinal, como o
albendazol e a dose Unica de tiabendazol foram observados nesses casos, 0 que
pode também estar associado a persisténcia da infeccdo. O esquema terapéutico
para estrongiloidiase com ivermectina se tornou mais recomendado, por esta
associada a maior erradicagéo de larvas do parasito comparado ao albendazol, com
menos efeitos colaterais que o tiabendazol prescrito em dose efetiva para o

tratamento (Luna et al., 2007)
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A presenca exclusiva de larvas rabditdéides nas amostras ndo condiz com a
teoria da auto-infeccdo externa como na perpetuacao do ciclo evolutivo e induzindo
a hiperinfeccao do parasito.

Diversos estudos sao realizados para determinar as sequéncias genéticas
desse helminto. Varios marcadores moleculares podem ser utilizados para
fornecimento de informacdes sobre a variabilidade genética do S. stercoralis por
meio de deteccéo de polimorfismos de DNA.

A caracterizagdo molecular das larvas obtidas dos pacientes
submetidos a reavaliacdo parasitolégica apds intervalo de tempo variavel desde o
diagnéstico inicial possibilitou confirmar a infeccdo pelo género Strongyloides. A
importancia desta confirmacéo reside no fato de que larvas de outros geohelmintos
podem ser encontradas em exames parasitolégicos de fezes, particularmente larvas
de Necator americanus e Ancylostoma duodenale. Os ancilostomideos pertencem a
mesma ordem Strongilida, a qual pertence Strongyloides stercoralis, 0os ovos destas
trés espécies sao indistinguiveis a microscopia 6ptica. Embora ndo seja comum a
eliminacdo de larvas na ancilostomiase, é frequente que os ovos de ancilostomideos
eclodam em amostras fecais apés 48 horas, antes que estas sejam
examinadas. Desta forma, estas larvas podem ser detectadas pela técnica de
Baerman-Moraes, e erroneamente diagnosticadas como larvas de S. stercoralis. Ha
diferengcas morfolégicas entre as larvas de ancilostomideos e S. stercoralis, como o
entalhamento caudal, caracteristico desta ultima espécie. Entretanto, a visualizacédo
desta caracteristica morfolégica requer experiéncia e, em alguns casos, imobilizacéao
da larva, elementos ausentes em grande parte dos laboratérios de parasitologia.

A analise das sequéncias nucleotidicas das larvas possibilitou também
descartar a infeccéo por S. fuelleborni, outra espécie capaz de infectar o homem.

As andlises deste  estudo contribuem  com as tendéncias  atuais de
desenvolvimento de ferramentas moleculares para 0  diagnostico
da estrongiloidiase humana. Nesta perspectiva, Sharifdini et al. (2015), considerando
0s métodos parasitolégicos como padrdo ouro, observaram que a sensibilidade e a
especificidade da nested PCR para diagnostico da estrongiloidiase, utilizando o
gene da enzima citocromo ¢ oxidase com alvo molecular, atingiram 100% e 91,6%,
respectivamente. Com relacio a PCR em tempo real utiizando o
gene ribossomal 18S, o mesmo utilizado no presente estudo, a sensibilidade e a
especificidade foram de 84,7% e 95,8%, respectivamente. A PCR em tempo real foi

também empregada para o diagnoéstico da estrongiloidiase em humanos na
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Espanha (Saugar et al., 2015). O PCR convencional utilizando como alvo o gene
18S foi empregado para diagndéstico no Brasil por Sitta et al. (2014).

As abordagens moleculares com o gene 18S permitem também a avaliacao
de variabilidade genética intraespecifica em S. stercoralis. Neste sentido, foi
observada divergéncia genética de larvas obtidas na Tailandia e no
Japao (Pakdee et al., 2014). No presente estudo, descreveu-se, pela primeira
vez, assinatura genética especifica nos isolados brasileiros, depositando-se as
primeiras sequéncias brasileiras de S. stercoralis no Gene Bank.

Concluimos nesse estudo que a estrongiloidiase deve ser rotineiramente
investigada em pacientes assintomaticos ou ndo com condi¢cdes complexas exigindo
terapia imunossupressora ou hdo. O diagnostico deve ser feito por métodos
parasitolégicos adequados, tais como a técnica Baerman-Moraes. Por muitas vezes,
por ser de dificil diagnostico, testes moleculares e tratamento empirico acabam por

serem justificados em grupos especificos.
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6. PERSPECTIVAS

A literatura brasileira sobre a estrongiloidiase é escassa. Temos a perspectiva
de aumentar o nimero de amostras positivas, recrutando familiares dos casos de
estrongiloidiase apresentados neste estudo. O objetivo é ampliar as andlises

filogenéticas, inclusive em outras regifes do pais.

Uma melhor compreensao dos mecanismos envolvidos na infecgao cronica se

faz necesséria, sendo as anélises moleculares importantes também neste sentido.

O presente estudo ndo incluiu casos de hiperinfeccdo ou estrongiloidiase
disseminada. E possivel que casos ndo estejam sendo diagnosticados no HUPE, em
servicos como Hematologia, Oncologia e Reumatologia. Uma rotina diagnéstica para
identificacdo da estrongiloidiase disseminada e da hiperinfeccdo deveria ser
implementada de forma mais efetiva, e a demonstracdo da infeccdo crbénica em
pacientes com neoplasias e colagenoses contribui com a perspectiva de melhoria da

capacidade diagnostica dos casos graves.
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7. CONCLUSOES

o A estrongiloidiase estava presente predominantemente no adulto jovem, do

sexo masculino, ligado a atividade agricola.

o Na maioria dos individuos infectados por S. stercoralis, a doenca cronica do
trato gastrointestinal era assintomatica, sendo detectada por exames laboratoriais de

rotina.

o As doencas reumatologicas estdo significativamente associadas a

estrongiloidiase intestinal.

o Pacientes que apresentavam doencas relacionadas com a estrongiloidiase,
como HIV/AIDS, tuberculose, paracoccidioidomicose, e infeccédo pelo HTLV, mesmo
em uso de corticoterapia sem tratamento prévio da parasitose, ndo evoluiram com

formas graves da helmintiase.

o Nos exames parasitologicos de fezes dos pacientes foram observadas
apenas larvas rabditdides, o que sugere que a autoinfeccéo externa ndo € o principal

mecanismo de perpetuacdo da infeccado no grupo de pacientes estudado.

o As taxas de cura em pacientes que receberam tiabendazol e mebendazol
foram superiores ao albendazol. A ivermectina e o tiabendazol por cinco dias foram

as drogas utilizadas nos casos sem infecgcao persistente.

o As analises moleculares confirmaram o género Strongyloides, descartando
também a infeccéo por S. fuelleborni e identificando assinaturas genéticas proprias

de amostras brasileiras.
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