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ELISA-IgM para diagnéstico da esquistossomose
mansoni em area de baixa endemicidade

IgM-ELISA for diagnosis of schistosomiasis
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Abstract An immunoenzymatic method for the detection of IgM antibodies (IgM-ELISA)
against a fraction of Schistosoma mansoni adult worm antigen, soluble in trichloroacetic acid
(TCA-soluble fraction), was evaluated for epidemiological purposes in low endemic areas for
schistosomiasis. Blood samples on filter paper were collected from a population living in the
municipality of Pedro de Toledo, Sdo Paulo State, and submitted to IgM-ELISA. The results were
compared to those obtained by the IgM-immunofluorescence test (IgM-IFT) and the Kato-Katz
parasitological method. Positive rates of 36.8%, 33.5%, and 1.6% were obtained respectively by
the IgM-ELISA, IgM-IFT, and Kato-Katz methods. The geometric mean obtained by the parasito-
logical method was 40.9 eggs per gram of feces (epg). The nearly perfect agreement observed be-
tween the two serological tests (Kappa index of 0,89) indicates good diagnostic performance by
the evaluated test. IgM-ELISA is a potentially useful method for diagnosis of schistosomiasis in
individuals with low worm burden.

Key words Schistosoma Mansoni; Enzyme-Linked Immunosorbent Assay; Antibodies; Schisto-
somiasis; Serology

Resumo Um método imunoenzimdtico para detecgdo de anticorpos IgM (ELISA-IgM) contra
uma fragdo do extrato total de vermes de Schistosoma mansoni, soliivel em dcido tricloro acéti-
co (fragcdo TCA-soluvel) foi avaliado para fins epidemiolégicos, em drea de baixa endemicidade
para esquistossomose. Amostras de sangue em papel de filtro, coletadas de uma populagéo resi-
dente no municipio de Pedro de Toledo, Estado de Sdo Paulo, foram submetidas ao ELISA-IgM e
os resultados, analisados comparativamente aos obtidos pela RIFI-IgM e pelo exame parasitolo-
gico de fezes Kato-Katz. Obteve-se 36,8% de positividade pelo ELISA-IgM, 33,5% pela RIFI-IgM e
1,6% pelo Kato-Katz, que indicou uma média geométrica de 40,9 ovos por grama de fezes (opg).
A concorddncia de resultados, quase perfeita (indice Kappa de 0,89), observada entre os dois mé-
todos soroladgicos, indica um bom desempenho diagndstico do teste em avaliagdo. O ELISA-IgM
constitui-se em um método potencialmente iitil para fins diagndsticos da esquistossomose, em
individuos com baixa carga parasitdria.

Palavras-chave Schistosoma Mansoni; Ensaio Imunoadsorvente Enzima-Associado; Anticor-
pos; Esquistossomose; Sorologia
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Introducéao

A partir da implantacdo da Campanha de Com-
bate a Esquistossomose (CACESQ) pela Secreta-
ria da Satide do Estado de Sao Paulo, em 1968, o
método parasitolégico de fezes, segundo a téc-
nica de Kato-Katz (Katz et al., 1972), vem sendo
utilizado como método tinico para selecionar os
individuos a serem submetidos a quimioterapia.
No entanto, nas dreas onde a doenca € de pou-
ca gravidade, com manifestagdes leves e pouco
especificas, com a maioria dos portadores eli-
minando menos de 100 ovos do parasita por
grama de fezes, como acontece nas dreas endé-
micas do Estado de Sao Paulo, a prevaléncia real
da doenca fica subestimada, quando se empre-
ga somente esse método para diagnosticar a es-
quistossomose (De Vlass & Gryssels, 1992; Dias et
al., 1992; Noya et al., 1999). Isso ocorre por cau-
sa da baixa sensibilidade do método de Kato-
Katz, que depende diretamente da quantidade
de fezes examinadas e do nimero de ovos eli-
minados pelo portador (Barreto et al., 1990; De
Vlass & Gryssels, 1992; Engels et al., 1996).

Estudos epidemiolégicos realizados em areas
consideradas de baixa endemicidade para es-
quistossomose no Estado de S3o Paulo, possi-
bilitaram verificar a manutencao de prevalén-
cias residuais, causadas possivelmente por di-
versos fatores inerentes ao controle da doenca
(Dias et al., 1989, Marcal Jr. et al., 1993). Entre
outros, um dos fatores que pode estar contribu-
indo para a manutencdo da parasitose é a rela-
tiva falta de sensibilidade do método parasito-
légico de fezes na deteccao de individuos com
baixa carga parasitdria. Sendo assim, o empre-
go de metodologias diagndsticas alternativas,
que permitam estabelecer indices de prevalén-
cia mais préximos da verdadeira, podera con-
tribuir muito para o sucesso do controle da do-
enca nessas areas.

A reacao de imunofluorescéncia indireta em
cortes parafinados de vermes adultos para pes-
quisa de anticorpos IgM (RIFI-IgM) contra anti-
genos do tubo digestivo (Silva et al., 1992) vem
sendo utilizada como método complementar
para diagnéstico individual da esquistossomo-
se nos 6rgaos de saude ptiblica do Estado de Sao
Paulo. Essa técnica também tem sido avaliada
em grupos de criancas em idade escolar resi-
dentes em dreas de baixa endemicidade nesse
Estado e tem demonstrado indices de sensibili-
dade e especificidade que variam de 95% a 98%
quando comparados ao método parasitolégico
de Kato-Katz (Kanamura et al., 1998a, 1998b;
Lima et al., 1998). No entanto, a leitura subjeti-
va, a necessidade de um microscépio de fluo-
rescéncia e a impossibilidade de automacao di-
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ficultam o emprego dessa técnica em levanta-
mentos epidemiolégicos mais amplos.

O método de ELISA, por possibilitar a auto-
macao, além de proporcionar ensaios quantitati-
vos, mostra-se mais bem adaptado para aplica-
¢do em estudos populacionais. Entretanto, sua
utilizacdo no nosso meio é ainda muito limita-
da, devido sobretudo a falta de reagentes co-
merciais aplicdveis ao diagnéstico da esquistos-
somose. Variantes técnicas tém sido emprega-
das para deteccdo de anticorpos contra antige-
nos de vermes adultos (Sathe et al., 1991; Silva et
al., 1998; Valli et al., 1997) ou de ovos (Doenhoff
et al., 1993; Eltiro et al., 1992; Kamal et al., 1994;
Tanabe et al., 1990), de Schistosoma mansoni
(Sambon, 1907). No entanto, alguns pesquisa-
dores verificaram a presenca de reagdes cruza-
das em amostras de soro de individuos infesta-
dos com outros parasitas que nao o S. mansoni,
quando se utiliza extrato total como antigeno no
método de ELISA e Western-blot para pesquisa
de anticorpos IgG (Correia-Oliveira et al., 1988;
Valli et al., 1997). Em recente trabalho, em que o
método de ELISA foi utilizado para deteccao de
anticorpos IgG contra o extrato total de vermes
adultos, os resultados obtidos demonstraram
falta de concordancia quando comparados a
reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI)
para pesquisa de anticorpos IgM em cortes pa-
rafinados de vermes adultos (Silva et al., 1998).

A utiliza¢do no ELISA de uma fracado do ex-
trato total de vermes adultos, soltivel em dcido
tricloro acético (fracdo TCA-solivel), purifica-
da por Deelder et al. (1976), permitiu padroni-
zar um teste imunoenzimadtico para pesquisa
de anticorpos IgM (ELISA-IgM) que apresentou
resultados compardveis a RIFI-IgM. Embora o
método de ELISA-IgM tenha fornecido bons re-
sultados quando aplicado para diagndstico da
esquistossomose no exterior (Deelder & Korne-
lis, 1980), estudos de avaliacdo fazem-se neces-
sdrios para adapté-lo as nossas condicoes la-
boratoriais e ambientais. No presente trabalho,
o método de ELISA-IgM foi padronizado e em-
pregado com a finalidade de verificar seu de-
sempenho como ferramenta diagndstica em le-
vantamentos epidemiolégicos em dreas de bai-
xa endemicidade para esquistossomose, como
ocorre em algumas dreas do municipio de Pedro
de Toledo, no Estado de Sao Paulo.

Material e métodos

Caracteristica da populacéo

Para este estudo foi escolhida a populacado do
Municipio de Pedro de Toledo. Dessa popula-



¢ao foram selecionados dois grupos: um grupo
de individuos de todas as idades, de ambos os
sexos, residentes em dreas urbana e rural do
municipio, expostos ao risco de infestacao por
S. mansoni, denominado Grupo de Estudo (GE);
e outro constituido de 50 individuos, de todas as
idades e de ambos os sexos, residentes em drea
nao endémica para esquistossomose (Vila Sao
Lourenco), portadores de outras infestagdes
parasitdrias que ndo a esquistossomose, deno-
minado Grupo Controle (GC). No GE, do total
de 1.117 individuos selecionados por meio da
técnica de amostragem aleatdria simples, uti-
lizando o programa Epi Info, 897 forneceram
alguma amostra biolégica. Foram coletadas
amostras de fezes de 749 participantes e amos-
tras de sangue de 591, tendo-se obtido as duas
amostras biolégicas somente de 481 indivi-
duos. No GC foram obtidas amostras de sangue
de todos os 50 participantes e amostras de fe-
zes de 37.

Amostras de sangue

Durante o segundo semestre de 1998, as amos-
tras de sangue foram coletadas em papel de fil-
tro Whatman, ne 3, cortado em tiras de 1cm de
largura por 10cm de comprimento. Pedagos
com drea de 1cm?2 foram mergulhados e mace-
rados em 330uL de solucdo salina tamponada
com fosfatos (SSTF) e mantidos em repouso por
18 a 24 horas no refrigerador, de forma a obter-
se um eluato (sangue eluido) que corresponde-
ria aproximadamente a diluicdo de 1/20 do so-
ro (Ferreira & Carvalho, 1982; Silva et al., 1998).

Amostras de fezes

Cada individuo coletou uma amostra de fezes
em recipientes (latinhas) deixados previamente
em suas residéncias no mesmo periodo indica-
do acima. Foram preparadas trés laminas por
amostra fecal, segundo a técnica de Kato-Katz
(Katz et al., 1972). Uma vez que a equipe de en-
fermagem do posto de satide da Vila Sdo Lou-
renco nao estava treinada para montar laminas
pela técnica de Kato-Katz, as amostras de fezes
do GC foram coletadas em recipientes Copro-
test®. As amostras foram enviadas para nosso
laboratdrio e processadas seguindo o protocolo
do Coprotest® (Cerqueira, 1988).

ELISA-IgM

Foi realizado segundo técnica descrita por
Deelder & Kornelis (1980), com algumas modi-
ficacoes. Para execucdo do método, placas de
poliestireno de fundo plano (Nunc, Brand Pro-
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ducts, Dinamarca) foram sensibilizadas com a
fracdao TCA-soltvel do extrato total de S. manso-
ni. O eluato a 1/20, obtido como descrito ante-
riormente, foi diluido cinco vezes em SSTE con-
tendo Tween-20 a 0,05% e leite desnatado a 1%,
de modo a obter-se uma dilui¢do corresponden-
te a 1/100. Utilizou-se conjugado anti-IgM-hu-
mano-peroxidase (Sigma Chemical Company;, St.
Louis, Estados Unidos) diluido a 1/4.000 e, como
mistura cromégena, peréxido de hidrogénio e
ortofenilenodiamina, sendo a reacdo interrom-
pida com solugdo 1N de H,SO, As amostras fo-
ram ensaiadas em triplicata. Como controle
utilizou-se, em duplicata, diluicao seriada de
soro-padrao positivo de titulo conhecido e oito
eluatos negativos obtidos a partir de amostras
de sangue de individuos comprovadamente nao
esquistossomaticos. A leitura da reacédo foi rea-
lizada em leitora de microplaca (SLT-Labinstru-
ments-Spectra I), em comprimento de onda de
492 nm. Foram consideradas positivas as amos-
tras cujas médias aritméticas das leituras de ab-
sorbancia foram superiores ao limiar de reati-
vidade (cutoff). Esse foi determinado, em cada
dia de reacao, pela média aritmética das leitu-
ras de absorbancia dos oito eluatos negativos,
acrescida de dois desvios-padrao.

Reagdo de Imunofluorescéncia
Indireta (RIFI-IgM)

Foi realizada segundo técnica descrita por Silva
etal. (1992). O eluato foi utilizado diluido a 1/20
e o conjugado fluorescente anti-IgM (Biolab,
Rio de Janeiro, Brasil), diluido a 1/320, em SSTF
contendo 0,25mg% de azul de Evans. As amos-
tras foram ensaiadas em duplicata e, como
controle, foi avaliada, em cada dia de reacao,
uma diluicao seriada de soro-padrao positivo,
de titulo conhecido, e um eluato negativo obti-
do a partir de sangue de individuo comprova-
damente nao esquistossomotico. As laminas
foram examinadas em aumento de 100 vezes,
utilizando-se microscépio de fluorescéncia
(Olympus BX-FLA) dotado de epifluorescéncia
com lampada de merctrio de 100W, filtro de
excitacao BP 450-480 e filtro de barreira BA 515.
Foram consideradas como positivas as amos-
tras que apresentaram fluorescéncia nas estru-
turas relacionadas ao tubo digestivo do verme.

Exame coproparasitolégico

As amostras fecais do GE foram processadas pe-
la técnica de Kato-Katz (Katz et al., 1972), e as
do GC foram preparadas segundo o protocolo
do kit comercial Coprotest® (Cerqueira, 1988),
tendo sido preparadas duas laminas de cada
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Tabela 1

amostra, examinadas em microscépio éptico
comum em aumento de 100 vezes.

Andlise estatistica

Os resultados obtidos pelos métodos imunolé-
gicos e pelo exame parasitolégico de fezes fo-
ram inseridos no programa Epi Info, versao
6.04, da Organizacao Mundial da Satide (OMS).
Por meio desse programa foram calculados
os coeficientes Kappa e os intervalos de con-
fianca.

Aspectos éticos

O presente trabalho obteve parecer favordvel
do Comité de Etica em Pesquisa do Instituto de
Medicina Tropical de Sao Paulo e do Comité de
Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Far-
macéuticas da Universidade de Sao Paulo.

Resultados

A positividade parasitolégica no GE foi de 1,6%
(12/749) para S. mansoni, 23,4% (175/749) para
Ascaris lumbricoides e 12,9% (97/749) para Tri-
churis trichiura. Desses, dois apresentaram in-
festacdo mista por S. mansoni e A. lumbricoi-
des, um por S. mansoni e T. trichiura e 65 por A.
lumbricoides e T. trichiura. No total de amostras
de fezes do GC, obteve-se positividade de 16,2%
(6/37) para ovos de A. lumbricoides, 10,8% (4/37)
para larvas de Strongyloides stercoralis e 5,4%
(2/37) para ovos de T trichiura, sendo que 5,4%
(2/37) apresentavam infestacdo mista por A.
lumbricoides e T. trichiura.

A positividade sorolégica para S. mansoni no
GE foi de 36,8% e 33,5%, respectivamente por
ELISA-IgM e RIFI-IgM (Tabela 1). Observou-se
concordancia quase perfeita, com indice Kappa
de 0,89, quando os resultados obtidos pelos dois
métodos sorolégicos foram comparados entre

Positividade sorolégica para esquistossomose mansoni, de acordo com o teste

sorolégico empregado no grupo de estudo. Municipio de Pedro de Toledo,

Sao Paulo, Brasil, 1998.

Testes sorolégicos

Positividade (n = 591)

n % IC 95%
ELISA-IgM 218 36,8 33,0-40,8
RIFI-IgM 198 33,5 29,7-37,5
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si (Tabela 2). Do total de 591 amostras de san-
gue testadas, 30 revelaram resultados discor-
dantes entre os dois métodos imunolégicos uti-
lizados. Para o GC, das amostras de sangue sub-
metidas aos métodos imunolégicos, uma foi
positiva pelos dois métodos e uma apenas pelo
ELISA-IgM.

Dos 12 individuos com ovos de S. mansoni
nas fezes, 11 foram submetidos a sorologia, oito
dos quais foram positivos tanto para ELISA-IgM
como para RIFI-IgM. Dos trés restantes, duas
amostras foram negativas nos dois métodos
imunoldgicos; no exame de fezes verificou-se
contagem minima de oito ovos por grama de fe-
zes (opg), o que equivale a presenca de apenas
um ovo em uma das trés lJaminas examinadas. O
terceiro caso apresentou resultado discordante
entre ELISA-IgM e RIFI-IgM, sendo positivo
apenas nesta dltima, e o exame de fezes indicou
856 opg.

Os indices de positividade sorolégica para
esquistossomose mansoni no GE foram analisa-
dos de acordo com a presenca (positivo) ou nao
(negativo) de ovos de A. lumbricoides e T. tri-
chiura nas fezes dos 481 individuos que forne-
ceram amostras de fezes e de sangue. Observa-
ram-se positividades sorolégicas comparaveis
nos subgrupos positivos ou negativos para ovos
de A. lumbricoides, tendo-se verificado o mes-
mo para ovos de T. trichiura (Tabela 3).

Discussao

Para este estudo, foi selecionada uma amostra
representativa da populacdo do municipio de
Pedro de Toledo. Todas as residéncias selecio-
nadas foram visitadas. Por causa da dificuldade
em encontrar todos os moradores no mesmo
momento para coleta de sangue ou para que co-
letassem as fezes num mesmo dia, ndo foi pos-
sivel obter as duas amostras biolégicas de to-
dos os individuos selecionados. Portanto, foi
dado maior enfoque a padronizacdo do méto-
do de ELISA-IgM, usando para tanto somente 0s
resultados obtidos dos individuos que fornece-
ram as duas amostras biolégicas.

Nessa localidade, nos dltimos anos, a pre-
valéncia da esquistossomose, determinada pe-
lo método parasitolégico de fezes, vem se man-
tendo ao redor de 2% (Marcal et al., 1999). No
presente estudo, o resultado do método parasi-
tolégico de fezes indicou positividade de 1,6%
(12/749). A intensidade de infestacdo, medida
pela media geométrica, foi de 40,90pg. Em nove
dos 12 portadores de ovos S. mansoni nas fezes,
a contagem foi inferior a 100opg, com média
geométrica de 22,7opg, permitindo classifica-



los como portadores de infestacao leve (WHO,
1997). Em dois casos a contagem foi de 128opg,
tendo sido classificados como de infec¢do mo-
derada. O ultimo portador foi classificado co-
mo de infec¢do intensa, com uma contagem de
8560pg.

Os indices de positividade sorolégica para
esquistossomose foram superiores em mais de
20 vezes aos obtidos pelo método parasitolégi-
co de fezes (Tabela 1). Essa falta de concordan-
cia observada entre os resultados dos métodos
imunoldégicos e os do parasitolégico nao foi sur-
preendente, pois em estudos anteriores realiza-
dos em dreas de baixa endemicidade, nos quais
se compararam os indices de positividade de
métodos imunoldégicos e parasitolégico (Dias
et al., 1989; Doenhoff et al., 1993; Eltiro et al.,
1992), os primeiros foram de duas a seis vezes
superiores aos indices de positividade parasito-
l6gica. Cabe considerar que um programa de
controle da esquistossomose vem sendo execu-
tado na regido hd mais de 20 anos. De modo
geral, nas dreas de aplicacdo desse programa,
pode ser verificado um aumento na discrepan-
cia em relacao aos indices de positividade pa-
rasitolégica e sorolégica, isto é, a medida que o
programa de controle vai sendo aplicado, dimi-
nui o indice de positividade parasitolégica e au-
menta o indice de positividade sorolégica. Por-
tanto, incluida nessa positividade sorolégica ha
certamente uma parcela de individuos que se
curaram com o tratamento ou que se expuse-
ram ao parasita, induziram resposta imune, mas
ndo desenvolveram a doenca.

Houve uma concordancia quase perfeita en-
tre o ELISA-IgM e a RIFI-IgM (Tabela 2), confor-
me indicado pelo coeficiente Kappa de 0,89 (IC:
0,84-0,92). Além disso, quando se compararam
os niveis de anticorpos IgM detectados pelos
dois métodos sorolégicos, verificou-se que as
amostras que apresentaram maior intensidade
de fluorescéncia pela RIFI-IgM resultaram em
maior valor de absorbancia pelo ELISA-IgM,
sugerindo uma correlacao positiva. Isto ocorre,
provavelmente, por se tratar de testes sorologi-
cos que revelam anticorpos de mesma classe
contra antigenos de natureza polissacaridica
presentes ao nivel do tubo digestivo do verme,
caracterizado por Nash (1978). Estes foram par-
cialmente purificados (Deelder et al., 1976) e
utilizados no ELISA-IgM ou preservados em cor-
tes de vermes adultos e usados na técnica de RI-
FI-IgM. Entre os 30 casos discordantes (Tabela
2), 25 foram considerados positivos para o mé-
todo de ELISA-IgM, embora negativos pela RI-
FI-IgM. Nesses casos, a maioria (19/25) dos va-
lores das médias de absorbancia encontrados
ficou pouco acima do limiar de reatividade do

DIAGNOSTICO DA ESQUISTOSSOMOSE MANSONI POR ELISA-IGM 259

Tabela 2

Analise comparativa entre os resultados do ELISA-IgM e da RIFI-IgM encontrados

no grupo de estudo. Municipio de Pedro de Toledo, Séo Paulo, Brasil, 1998.

ELISA-IgM
Positivo Negativo Total
RIFI-IgM
Positivo 193 5 198
Negativo 25 368 393
Total 218 373 591

fndice Kappa: 0,89 (0,84-0,92)

Tabela 3

Positividade soroldgica para esquistossomose, pelos dois métodos sorolédgicos,

de acordo com a presenca (positivo) ou ndo (negativo) de ovos de Ascaris

lumbricoides e Trichuris trichiura, no grupo de estudo. Municipio de Pedro

de Toledo, Sado Paulo, Brasil, 1998.

Espécies parasitarias Positividade
ELISA-IgM RIFI-IgM
% IC 95% % IC 95%

Ascaris lumbricoides

Negativo (n = 371) 37,7 32,8-42,9 33,4 28,7-38,5

Positivo (n = 110) 35,5 26,7-45,1 30,9 22,6-40,5
Trichuris trichiura

Negativo (n = 430) 37,7 33,1-42,5 33,0 28,6-37,7

Positivo (n = 51) 33,3 21,1-48,0 31,4 19,5-46,0
Total (n = 481) 37,2 32,9-41,7 32,8 28,7-37,3

dia. Em cinco casos, os resultados da RIFI-IgM
foram fracamente positivos, embora as leituras
de absorbancia no ELISA-IgM tenham ficado
abaixo do limiar de reatividade do dia (cutoff).
Em termos sorolégicos, muitos desses casos po-
deriam ser considerados negativos; no entanto,
é recomenddvel uma andlise individual de cada
caso para permitir uma interpretacao correta
do resultado positivo ou negativo, frente a ou-
tros critérios clinicos, epidemiolégicos e labo-
ratoriais que cada caso requer.

A determinacdo da sensibilidade do método
em avaliacdo ficou prejudicada pelo pequeno
nuimero de individuos positivos no exame de
fezes. Dos 12 individuos com ovos de S. manso-
ni, apenas em 11 foi possivel a coleta de sangue
e, destes, trés apresentaram-se negativos no
ELISA-IgM, resultando em um indice de sensi-
bilidade de 72,7%. Entretanto, ao mesmo tempo
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nossa equipe de pesquisa empregou o ELISA-
IgM em um grupo de individuos comprovada-
mente esquistossomaéticos, mas com baixa car-
ga parasitdria, determinada apds exaustivas re-
peticdes do exame parasitolégico de fezes por
técnicas de Kato-Katz e eclosdo de miracidio
em amostras distintas, naqueles pacientes que
apresentavam algum sintoma da doencga. Nesse
grupo o indice de sensibilidade do ELISA-IgM
foi de 98%, igual ao encontrado pela técnica de
RIFI-IgM (dados submetidos a publicacao).

A possibilidade de ocorréncia de reacgdes
cruzadas entre diferentes espécies de helmin-
tos foi verificada subdividindo-se o GE em qua-
tro subgrupos de acordo com a presenca (posi-
tivo) ou ndo (negativos) de ovos de A. lumbricoi-
des e de T trichiura nas fezes (Tabela 3). Essa
andlise permitiu observar que a positividade
sorolégica para esquistossomose nao foi maior
nos subgrupos positivos para outros helmintos,
sugerindo auséncia de reacdes cruzadas, pelo
menos entre o S. mansoni e essas duas espécies
de helmintos, nos métodos imunolégicos em-
pregados no presente estudo. Além disso, a bai-
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