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Resumo

Com a ampliacdo e a frequéncia das campanhas de desparasitacdo contra os geo-helmintos Ascaris lumbricoides, Trichuris trichiura, ancilostomideos
e Strongyloides stercoralis, ocorreu, como esperado, a reducdo da prevaléncia e da morbidade associada a estas parasitoses. Entretanto, alteracées no
perfil parasitologico das populagdes com reducdo dos helmintos e aumento significativo das protozooses intestinais se tornaram evidentes em todo o
mundo. Além disso, a reducao de carga parasitaria tem dificultado o diagndstico de rotina por meio de técnicas microscépicas de baixa sensibilidade.
Neste artigo trazemos atualizagdes sobre algumas técnicas diagndsticas, como a Técnica de Sedimentacdo Espontanea em Tubo (SSTT), FLOTAC/Mini-
FLOTAC e a otimizacao do método de Kato-Katz, além de alternativas vidveis para aumentar a sensibilidade dos métodos e tornar o diagnéstico das
parasitoses intestinais mais preciso.
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Abstract

With the expansion and increased frequency of deworming against soil-transmitted helminths Ascaris lumbricoides, Trichuris trichiura, hookworms
and Strongyloides stercoralis, there was, as expected, a reduction in the prevalence and morbidity associated with these diseases. However, changes
in the parasitological profile of populations, with a reduction in helminths and a significant increase in intestinal protozoa, became evident worldwide.
In addition, the reduction in the parasitic burden has made routine diagnosis difficult through low-sensitivity microscopic techniques. In this article
we bring updates on diagnostic techniques, such as spontaneous sedimentation technique in tube (SSTT), FLOTAC/Mini-FLOTAC and optimization of
Kato-Katz technique, as well as viable alternatives to increase the sensitivity of methods and make the diagnosis of intestinal parasites more accurate.
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INTRODUCAO

Os geo-helmintos Ascaris lumbricoides, Trichuris trichiura,
ancilostomideos e Strongyloides stercoralis sao os causadores
mais comuns de helmintiases nas regides tropicais e subtro-
picais. A prevaléncia destas infeccées depende de fatores
ecologicos e climaticos que favorecam o ciclo de vida de cada
espécie de parasito, bem como de elementos sociocompor-
tamentais que contribuam para a sua disseminacao.” Até
2017 estimava-se que 513 milhdes de pessoas no mundo
estavam infectadas com algum tipo de geo-helminto e cerca
de 835 milhbes necessitavam de quimioterapia profilatica.?

Em 2003, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) come-
cou a concentrar medidas de controle para 19 doencas
tropicais negligenciadas (DTNs) visando as necessidades
de salide de comunidades carentes. Isso ocasionou a intro-
ducéo da quimioterapia preventiva, visando otimizar o uso
de medicamentos em dose Unica em larga escala e ofere-
cendo aos pacientes uma alternativa para reduzir a extensa
morbidade associada a fibrose linfatica, a oncocercose, ao
tracoma, as geo-helmintiases e as esquistossomoses, entre
outras doencas.?

A administracdo da quimioterapia profildtica abrange
grupos considerados derisco para as morbidades associadas
aestas doencas, como criangas em idade escolar, gestantes e
adultos em profissdes de risco, como mineiros e agricultores.
) A recomendacgao é que os anti-helminticos sejam adminis-
trados sem diagnéstico individual prévio para pessoas em
risco que vivem em dareas endémicas. A frequéncia anual de
tratamento é recomendada quando a prevaléncia da infeccao
por qualquer geo-helminto na comunidade estiver entre 20%
e 50%, em casos nos quais a prevaléncia for superior a 50%,
o tratamento semestral é indicado.®

No Brasil, os grupos de risco atendidos por estas campa-
nhas compreendem apenas as criancas, pois a desparasitacao
foiintegrada aos programas de saude realizados nas escolas
da rede publica de ensino.® Desta forma, as escolas fornecem
um importante ponto de entrada para as atividades de des-
parasitacao, além de proporcionar facil acesso a componentes
de educacdo sobre saude e higiene.®

A meta global era reduzir a carga parasitaria e a morbi-
dade ocasionadas por geo-helmintos em criancas até 2020,
com o objetivo de promover o tratamento regular de pelo
menos 75% das criancas em areas endémicas até o fim do
prazo estipulado.® Entretanto, até o final de 2019 apenas
22% dos paises envolvidos nesta campanha alcancaram a
meta proposta, sendo que outros 20%, incluindo o Brasil, ndo

forneceram dados suficientes para a avaliacao da cobertura.”®)
Assim, o prazo acabou sendo ampliado para 2030 e o controle
do parasito S. stercoralis, com administracdao de ivermectina,
foi introduzido como objetivo da campanha.®

Com aampliacao e a frequéncia das campanhas de des-
parasitagcao ocorreu, como esperado, a reducao da prevaléncia
e damorbidade associada a estas parasitoses devido a redu-
¢do da carga parasitaria nos individuos infectados.® O que
nao foi discutida anteriormente, e se mostrou evidente, foi
amudanca no perfil epidemioldgico das populagdes devido
areducao das helmintiases com concomitante aumento das
protozooses intestinais,”® que apresentam potencial de cau-
sar tanto danos a saude dos pacientes quanto as helmintiases.

No tocante ao diagndstico, rotineiramente sdo utilizadas
técnicas de sensibilidade limitada para estimar a carga parasi-
taria e assim atestar a eficacia do tratamento quimioprofilatico.
Infelizmente, as técnicas utilizadas para o diagnéstico das
parasitoses intestinais apresentam falhas nos casos em que
ha baixas quantidades de ovos nas fezes.” Destarte, novos
desafios surgiram, pois métodos mais sensiveis se tornam
necessarios para o diagnostico fidedigno destes pacientes.
Assim, este estudo objetiva discutir as mudancas no perfil
parasitolégico em dreas endémicas para geo-helmintiases
e os desafios enfrentados pelos profissionais no diagnostico
destas doencas nesta nova realidade.

Quimioprofilaxia em massa: mudancas no perfil
parasitolégico das populagdes

A desparasitacdo em massa com foco no controle de
geo-helmintos trouxe diversos beneficios para a populacdo
geral em razédo da reducdo de morbidade e carga parasitaria.
Em diversas regides do mundo foram realizados estudos
epidemioldgicos para avaliar a efetividade das campanhas.
Na Africa, em Malawi, a taxa de infeccao para qualquer geo-
-helminto foi inferior a 8% para a populacdo geral e de 4,6%
entre os escolares, que sdo o publico-alvo das campanhas.®
A reducio foi reportada em outras regides, como na Africa
Subsaariana, onde a prevaléncia de geo-helmintos caiu de
44% para 18% no periodo de 18 anos, atribuida, dentre outros
fatores, a quimioterapia profilatica.’.

Na Asia, em Myanmar, a prevaléncia caiu significativa-
mente de aproximadamente 28% para 9% para os geo-hel-
mintos."? Ja na Indonésia a queda foi de 19,6% para 6%."%
Em paises da América do Sul foram identificadas prevaléncias
inferiores a 2% para A. lumbricoides e T. trichiura na Bolivia;"”)
e de 7,4%, 4,5% e 0,4% para ascaridiase, tricuriase e ancilos-
tomiase, respectivamente, no Brasil.®
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Neste contexto surgiu outra problemdtica: o gradual,
porém significativo, aumento da prevaléncia de protozooses
intestinais. Este perfil tem sido observado em diferentes
regides do mundo, como na Bolivia e no Brasil, que reportaram
grande aumento de Blastocystis hominis e Entamoeba spp.
78 em locais onde antes a prevaléncia era proxima a zero.

Na Burquina, pais africano, a prevaléncia de protozoarios
intestinais foi maior que 80% entre as criancas, principalmente
Entamoeba histolytica/E. dispar, E. coli e Giardia lamblia,
enquanto a prevaléncia de geo-helmintos foi de 10,7%." No
Nepal, Asia, isto também se tornou evidente, pois os parasitos
mais encontrados entre escolares foram G. lamblia (46,8%),
E. histolytica/E. dispar (23,4%) e E. coli (21,3%), enquanto os
helmintos foram pouco encontrados (<2%)."

Esta mudanca de perfil epidemioldgico de diferentes
populacdes que receberam tratamento quimioprofilatico em
massa levanta um importante ponto de discussdo: o para-
sitismo se mantém devido as condi¢des sanitarias as quais
essas populagdes estdo expostas. O fornecimento regular
de dgua tratada (evitando o transporte e 0 armazenamento
inadequados), 0 acesso a banheiros e a saneamento basico
(com tratamento de esgoto), a higienizacdo adequada de
alimentos consumidos crus e a lavagem frequente de méos
com agua e sabdo antes das refeicdes e apos a defecacao
sao fatores protetivos contra parasitoses.®

Entretanto, isso ainda ndo é realidade em comunidades
rurais e, mesmo em algumas dareas urbanas periféricas em
paises como o Brasil, o investimento em saneamento ainda é
precario, o que expde a populacao a diversos problemas de
sauide como doencas diarreicas e parasitoses intestinais. No
estudo de Medeiros e Ferreira,"” que avaliou diversas cidades
brasileiras quanto ao fornecimento adequado dos servicos
de dgua e esgoto, apenas 20% destas cidades apresentaram
servicos classificados como eficientes, com capitais onde a
taxa de eficiéncia de saneamento foi de apenas 52%."”

Reducao de carga parasitaria eimpacto sobre o diagnoéstico

Muitos beneficios em saude foram alcancados com
o tratamento quimioprofilatico para as geo-helmintiases,
como a reducao da morbidade, das hospitalizacbes e do
DALY, do inglés disability-adjusted life years, que se refere
aos anos de vida perdidos mais os anos de vida vividos com
uma deficiéncia. Houve reducéo de até 68% de DALY, com
impacto mais significativo no primeiro ano do programa de
desparasitacdo no Vietna."®

Mas, além dos impactos supracitados, outra mudanca
de importancia médica é a reducdo da carga parasitaria

nos individuos infectados por helmintos intestinais. Em
diversos estudos foram relatadas redugdes na contagem
de ovos ap6s rodadas sucessivas de tratamento. No Congo,
com uma cobertura de tratamento superior a 80%, em trés
anos a média da contagem de ovos de A. lumbricoides foi
reduzida de 9.844 ovos por grama de fezes (opg) para 724
opg, a reducao observada para T. trichiura foi de 1107 para
366 opg e os ancilostomideos foram indetectdveis apds o
primeiro ano de tratamento."”

Em outro estudo, realizado no Kenya pelo periodo de
trés anos, a prevaléncia geral das geo-helmintiases caiu
pela metade. Com relacao a quantidade de ovos, para A.
lumbricoides a reducéo foi de 1.659 para 960 opg, para T.
trichiura de 33 para 17 opg e para ancilostomideos de 63
para 33 opg. A reducao relativa das infeccées foi de 87%
para ancilostomideos, 42% para A. lumbricoides e 49,5%
para T. trichiura.®®

No tocante ao diagnodstico, esta mudanga evidencia
dificuldades intrinsecas aos laboratdrios de analises clinicas:
o diagndstico correto utilizando técnicas microscépicas de
baixa sensibilidade. Além da constante necessidade de trei-
namento e reciclagem dos laboratoristas e do investimento
em controle de qualidade, é preciso considerar que o nimero
de ovos excretados pelos parasitos e posteriormente identi-
ficados e/ou contados num exame parasitolégico de fezes
(EPF) depende de duas principais variantes: a excrecao nas
fezes e os fatores técnicos. A excrecao depende de fatores
biolégicos que levam em consideracao a relacao parasito-
-hospedeiro e a oviposicao.?”

As diferentes espécies de geo-helmintos apresentam
variados padrdes de oviposicdo, com as fémeas de A. lum-
bricoides liberando cerca de 200 mil ovos por dia, as de T.
trichiura liberando até 20 mil e as de ancilostomideos até
10 mil ovos.?? Pode parecer muito, mas ja foi demonstrado
que o albendazol, utilizado rotineiramente nas campanhas
de desparasitacao, ocasiona alteragdes nos tubulos testi-
culares dos parasitos, promovendo infertilidade ou menor
producédo de ovos, muitas vezes com aumento da producao
de ovos inférteis.?* Todos esses fatores reduzem a oviposi¢ao
e dificultam o diagnéstico.

No que dizrespeito aos fatores técnicos, a técnica quan-
titativa mais utilizada nos laboratérios em razao do seu custo
e por ser considerada padrao-ouro para a quantificacao de
ovos de Schistosoma mansoni e geo-helmintos é a técnica de
Kato-Katz (KK), que consiste na estimativa do nimero de opg.
@) Diversos fatores influenciam na reducao da sensibilidade
desta técnica. Dentre eles podemos citar o armazenamento
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das fezes por periodo superior a 24 horas;?¥ a quantidade
de fezes utilizada, que no KK é equivalente a 42mg de fezes,
inferior a outros métodos quantitativos como o Mini-FLOTAC
e o FLOTAC, que utilizam 100mg e 500mg de fezes, respec-
tivamente; e o fator de multiplicacdo (FM), que para o KK é
de 24 para que o numero de ovos na amostra analisada seja
equivalente ao encontrado em 1g de material fecal, superior
ao Mini-FLOTAC (FM = 10) e FLOTAC (FM = 2), o que torna o
KK mais estimativo. Todos esses fatores reduzem a chance
de visualizacdao de ovos na amostra utilizada e induzem a
erros diagnosticos.?"

Sensibilidade dos métodos diagnésticos e alternativas

Diferentes métodos parasitolégicos apresentam dife-
rentes sensibilidades devido as suas variagdes intrinsecas,
o que pode alterar o diagnéstico a depender dos fatores
supracitados. Atualmente, como preconizado pela Orga-
nizacao Mundial da Saude, o método padrao-ouro para
diagndstico da esquistossomose e das geo-helmintiases
é o KK, em razado da sua facilidade de utilizacdo, ao baixo
custo e a alta sensibilidade em éreas de alta endemicidade.
Entretanto, quando as localidades sdo de moderada a baixa
endemicidade (as cargas parasitdrias sao reduzidas e/ou a
populacao recebeu quimioterapia profilatica), a sensibilidade
deste método é reduzida.>>?®

Diante da sua ampla utilizacéo, principalmente em areas
com recursos limitados e onde é realizado o rastreio pds-tra-
tamento em massa, muitos autores tém investigado formas
de aumentar a sensibilidade do KK. E sabido que a coleta
de multiplas amostras fecais e o exame de pelo menos duas
laminas de cada uma delas pode melhorar o resultado e
elevar a sensibilidade para mais de 90%.?>2°

Outro estudo comprovou o aumento de prevalénciaem
23%, 26% e 100% para A. lumbricoides, T. trichiura e ancilos-
tomideos, respectivamente, com o exame de mais de uma
amostra, com custo superior de apenas 31%.%” Considerando
os impactos ambientais e em salde do subdiagndstico
(leia-se necessidade adicional de tratamento, aumento de
morbidade e DALY’s), o custo-beneficio é bastante interes-
sante e o diagndstico preciso pode influenciar, inclusive, nas
politicas publicas em saude.

Ainda assim, diversos estudos no decorrer dos anos tém
comparado os métodos diagnosticos a fim de definir qual
o melhor a ser utilizado de acordo com as caracteristicas da
populacdo em estudo, as condicdes financeiras, estruturais
e logisticas de cada local e os recursos humanos disponiveis

para a execucao destes, pois nao se pode definir qual a melhor
técnica baseando-se em apenas um critério.?®

Muitos métodos podem ser utilizados para o diagnéstico
das geo-helmintiases além do KK, como métodos baseados
em sedimentacdo/centrifugacdo (Hoffmann, Pons e Janer
- HPJ, Ritchie, Blagg) e em flutuacao (Faust). Entretanto, a
desvantagem principal desses métodos é aimpossibilidade
de se quantificar os ovos e estimar a carga parasitaria.?®
Neste caso, outras técnicas foram desenvolvidas para suprir
esta necessidade, como o McMaster, o FECPAK, o FLOTAC/
Mini-FLOTAC (métodos microscopicos) e a reacdo em cadeia
da polimerase (PCR) (método molecular).

Porém, o teste mais utilizado nos laboratérios de analises
clinicas ainda é o método HPJ, conhecido como método de
Lutz ou sedimentacgao espontanea, que consiste na diluicao
das fezes em agua destilada e na utilizacdo da gravidade para
a deposicdo dos detritos e das formas parasitarias no célice
de fundo cénico. Sua ampla utilizacdo se d4 em razdo do
baixo custo por teste realizado e da facilidade de manuseio
e higienizacdo dos materiais, que rapidamente podem ser
reutilizados, além da possibilidade de se diagnosticar infec-
¢oes por helmintos e protozoarios.?

Apesar destas vantagens, o HPJ é considerado um
método de baixa sensibilidade, o que exige dos profissionais
maior esforco para o diagnéstico correto. Devido a isso,
Tello et al.®® propuseram uma adaptacao deste método
que nao impactaria em custos e tornaria o método mais
sensivel: a técnica de sedimentacdo espontanea em tubo
(spontaneous sedimentation technique in tube, SSTT). No
SSTT, 10g de fezes é diluida em 10mL de solucéo salina e
homogeneizada de 30 a 60 segundos. A amostra é filtrada
diretamente para um tubo conico e agitada vigorosamente
por 30 segundos, antes de ser posicionada verticalmente
para a sedimentacao por 45 minutos. Apds este tempo, o
sedimento deve ser recolhido com pipeta plastica, trans-
ferido para duas laminas e corado com lugol para andlise.
Desta forma, o SSTT se mostrou mais sensivel que o exame
direto a fresco e que os métodos de concentracdo em for-
mol-éter e de flutuacdo em sulfato de zinco para todos os
parasitos avaliados, com prevaléncias de até o dobro dos
encontrados por estas técnicas.®%

Devido a grande quantidade de amostras processadas,
geralmente coletadas e/ou armazenadas incorretamente, o
desconforto com o odor e a sujeira e por questdes de bios-
seguranca, foram desenvolvidos coletores adaptados que
reduzem as etapas de processamento das amostras (diluicao,
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filtragem e posterior lavagem do material), como o Paratest”.
Sao formas de otimizacdo da técnica que reduz tempo e
custo. Foi demonstrado que a sensibilidade diagnoéstica é
semelhante paraambos, com repetibilidade (concordancia)
quase perfeita. A excecdo foi para Blastocystis sp., cujo diag-
noéstico pelo Paratest” foi melhor, e ancilostomideos, que foi
mais identificado pelo HPJ.6"

Dentre os novos métodos microscépicos, o FLOTAC/Mini-
-FLOTAC mostrou alta eficiéncia, com sensibilidade superior
a 80% para todos os parasitos,” principalmente quando a
carga parasitaria é mais baixa. Neste caso em particular, o
FLOTAC/Mini-FLOTAC apresentou sensibilidade quase duas
vezes maior que o KK (81,8% vs. 48,8%).°

Entretanto, esses dados variam de acordo com o estudo:
Cools et al. mostraram que, mesmo com apenas uma lamina,
o KK foi superior ao Mini-FLOTAC para o diagnéstico de A.
lumbricoides em individuos com baixa carga parasitaria
(55,6% vs. 42,1%). Isso nao se repetiu para T. trichiura (79,6%
vs. 85,6%) e ancilostomideos (69,4% vs. 70,8%), mas os valo-
res de sensibilidade foram bastante préximos. Além disso,
a média do numero de ovos em cada método foi bastante
diferente para A. lumbricoides e ancilostomideos, com o KK
sendo superior para ambos (10.000 vs. 6.404 opg e 833 vs.
366 opg, respectivamente).®?

A alternativa mais eficaz desenvolvida para o diagnos-
tico de diferentes patégenos foi o PCR. Suas vantagens
sdo inumeras, dentre elas a capacidade de amplificacdo de
pequenas quantidades de DNA, o que permite correlacdo
com a carga parasitaria, diagnostico preciso em pacientes
com carga parasitdria reduzida, identificacdo especifica de
espécies cuja morfologia é similar, como ancilostomideos e
Entamoeba spp., e a possibilidade de diagnéstico simultaneo
de multiplas infecces. Entretanto, as desvantagens também
sdo claras, como a necessidade de profissionais qualificados
para o desenvolvimento e interpretacao da técnica, o alto
custo associado e a necessidade de infraestrutura e equipa-
mentos especificos para a realizacdo do exame. Isto inviabiliza
a utilizacdo desta técnica como rotina diagndstica, estando
atualmente restrita a instituicoes de pesquisa.®®

CONSIDERACOES FINAIS

De acordo com o exposto, pode-se identificar as dificul-
dades diagnosticas em regides onde a populagao recebeu
quimioterapia profilatica por varios anos, como é o caso do
Brasil. Os laboratérios de analises clinicas devem se atentar

para isso e se atualizar no tocante a otimizacdo ou mesmo
a substituicao das técnicas utilizadas na rotina. Sabe-se que
nem sempre é possivel utilizar métodos de alta sensibilidade,
como o PCR, visto o alto custo de implanta¢do e manutencéo.
No entanto, alternativas viaveis, as quais ndo impactariam
sobremaneira no custo dos exames, podem serimplementa-
das, como a otimiza¢ao dos métodos utilizados; utilizacdo do
SSTT no lugar do HPJ; coleta de multiplas amostras em dias
alternados; preparo e leitura de pelo menos duas laminas;
treinamento, reciclagem e capacitacdo periddica dos profissio-
nais; elaboracdo e atualizacao de procedimentos operacionais
padrao (POP’s) de acordo com as sugestdes da literatura; ou
mesmo a adoc¢ao de novos métodos microscdpicos com maior
sensibilidade, como o FLOTAC. Desta forma, os diagnésticos
se tornam mais precisos, mais eficientes e os pacientes
podem ser corretamente tratados, impedindo a transmissao
e a continuidade do ciclo infeccioso das geo-helmintiases.
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