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AVALIACAO DE PREPARACOES ANTIGENICAS DE
STRONGYLOIDES STERCORALIS PARA O
IMUNODIAGNOSTICO DA ESTRONGILOIDIASE

Cldudio Liicio Rossi, Emilia Emiko Hieda Takahashi, Angela Lauand
Sampaio Teixeira, Silvia de Barros-Mazon e Rose Clélia Grion Trevisan

Preparagdes antigénicas de Strongyloides stercoralis para o imunodiagndstico da
estrongiloidiase tém sido tradicionalmente obtidas pela extragdo de antigenos do parasita com
solugdo salina. No presente trabalho, apds obtengdo da preparagdo antigénicade S. stercoralis
com extragdo salina, a fracdo residual foi solubilizada com uréia, e as duas preparagoes foram
avaliadas para o imunodiagndstico da estrongiloidiase, através de umatécnica imunoenzimdtica.
Nao foram encontradas diferengas significativas entre as duas preparagdes, em termos de
atividade antigéncia especifica e reatividade cruzada. A dificuldade de obtengdo de larvas de
S. stercoralis tem sido um fator limitante para o desenvolvimento de reagdes mais sensiveis e
especificas que possam ser empregadas no imunodiagndstico da estrongiloidiase. A possibilidade
de um maior rendimento, em termos de material antigénico ativo, abre perspectivas de
fracionamento do extrato bruto do parasita, na tentativa de se encontrar fragdes com maior
atividade antigénica especifica e menor reatividade cruzada.
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Strongyloides stercoralis é um parasita com
distribuicao geogrdfica mundial, tendo maior
prevaléncia em pafses tropicais’. A maioria dos
individuos com estrongiloidfase € assintomadtica
ou apresenta manifestagoes clinicas brandas, nao
patognomonicas? .

O diagnéstico de estrongiloidiase tem sido
tradicionalmente feito por métodos parasitolégicos
baseados naidentificagdo delarvasde S. stercoralis
nas fezes dos individuos infectados. Entretanto,
muitos autores tém ressaltado a falta de sensibilidade
desses métodos® 19,

O desenvolvimento de testes soroldgicos
confidveis para o diagnéstico da estrongiloidiase
pode ter grande utilidade em situagdes
epidemioldgicas e clinicas. Até o presente
momento, poucas tentativas t&m sido feitas para o
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desenvolvimento desses testes! 6 11 13 14 15
Tradicionalmente, preparages antigénicas de S.
stercoralis, resultantes de extragao de antigenos com
solugdo salina, tém sido utilizadas nas técnicas
soroldgicas padronizadas. Todavia, tais preparagdes
carecem de adequada sensibilidade e especificidade,
por representarem extratos brutos do parasita. Uma
das principais limitagdes encontradas no
desenvolvimento de testes sorolégicos mais sensiveis
eespecificos, é a dificuldade em se obter quantidades
suficientes de antigenos que permitam seu posterior
fracionamento e andlise.

Estudos prévios tém mostrado que, apds a
extragio de antigenos de Schistosoma mansoni com
solugdo salina, a fragdo residual do parasita
solubilizada com uréia, pode apresentar quantidades
significativas de materiais antigénicos ativos! 17,

No presente trabalho, apds obtengdo de uma
preparagdo antigénica de S. stercoralis comextragao
salina, uma segunda preparagao antigénica foi obtida
pela solubilizagio da fragdo residual com uréia, e as
duas preparagdes foram avaliadas para o
imunodiagnéstico da estrongiloidiase, através de
uma técnica imunoenzimdtica (ELISA).
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MATERIAL E METODOS
Reagentes

Quando nao especificado no texto, os reagentes
foram obtidos da Sigma Chemical Co., Saint Louis,
MO. Tris (hidroximetil) - amino metano (Tris) e
per6xidode hidrogénioa30 % (H,0,) foram obtidos
da Aldrich Co., Milwaukee, WI.

Preparacio dos antigenos de S. stercoralis

Larvasde S. stercoralis recuperadas de cultura
de fezes com carvao, através de uma modificagdo do
método de Baermann!2, foram lavadas vdrias vezes
por centrifugagio e estocadas a -70°C at€ o momento
de uso. A preparagdo antigénica resultante da
extragdo salina foi obtida segundo Gam, Neva e
Krotoski}. Resumidamente, as larvas foram
descongeladas e ressuspendidas em solugfo salina
tamponada com fosfato 0,15M, pH 7,2 (SST),
contendo SmM de fluoreto de fenilmetilsulfonila
(FFMS). Apés fragmentagdo das larvas por
sonicagdo (2,5min), o material foi deixado sob
agitag_o lenta, a 4°C, durante 18h, para a extragdo
de antigenos. Apés centrifugagao a 32.000 xg,
durante 30 min, a 4°C, o sobrenadante (preparagdo
ES) foi cuidadosamente removido, aliquotado e
estocado a -70°C. O precipitado, resultante da
centrifugagao, foi ressuspendido em tamp@o Tris-
HC10,05M, contendo uréia 8M e FFMS 5mM, pH
8. O material foi sonicado como previamente descrito
e deixado sob agitagdo lenta, a 4°C, durante 2h.
Apés centrifugagdo a 32.000xg, por 30 min, a 4°C,
o sobrenadante foi cuidadosamente removido :
submetido a cromatografias de exclusdo em colunas
PD-10 (Pharmacia Fine Chemicals, Piscataway,
NJ), equilibradas com tampao Tris-HC! 0,05M, pH
8, contendo 0,2M de NaCl. O eluente contendo
proteinas (preparagao EU) foi aliquotado e estocado
a -70°C.

ELISA

A técinica 1munoenzimdtica utilizada neste
trabalho foi adaptada a partir de uma técnica
previamente descrita para a detecgdo de anticorpos
especificos da classe IgG anti-S. stercoralis'!. As
concentragdes protéicas das preparagdes antigénicas,
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bem como a concentragdo 6tima do conjugado,
selecionadas para uso, foram determinadas
previamente através de ensaios de titulagdo em
placasde ELISA. Placas de poliestireno com orificios
de fundo chato (Corning, New York) fora
recobertas com 200ul/orificio das preparagdes E..
ou EU, diluidas a 4ug de proteina/ml com tampao
carbonato-bicarbonato 0,1M, pH 9,6. Apés
incubagio por 3h, a 37°C, as placas foram lavadas
trés vezes com SST contendo 0,1% de Tween 20
(SST/Tw). A seguir, 200ul das amostras dos soros
diluidas em SST-Tw contendo 0,1% de albumina
bovina sérica, foram adicionados aos orificios.
Ap6s incubagdo por 1h, a temperatura ambiente, as
placas foram lavadas com SST-Tw como previamente
descrito. Duzentos microlitros do conjugado,
imunoglobulina de cabra anti-IgG humana marcada
com peroxidase, diluido a 1:750 com SST-Tw,
foram adicionados aos orificios e as placas foram
deixadas emrepouso por 1h, atemperaturaambiente.
As placas foram lavadas com SST-Tw, como j4
descrito, ¢ 200ul do sistema substrato foram
adicionados aos orificios. O sistema substrato era
composto de 3,3", 5,5'-tetrametilbenzidina e H,0,
nas concentragdes finais de 0,42mM e 0,004 %,
respectivamente. Trinta minutos apds a adigao do
sistema substrato, as reagdes foram bloqueadas
adicionando-se aos orificios S0ul de H,SO, 4N. As
absorbancias das reagdes foram lidas a 450nm em
uma leitora de placas. Todas as diluigdes dos soros
foram testadas em triplicata e a densidade 6tica
(D.O.) média foi considerada. Todas as placas
continham 8 replicatas do controle de antigeno. A
™ . final para cada dilui¢do do soro foi
determinada, subtraindo-se a média das D.O. dos 8
controles de antigenos. Um resultado foi considerado
positivo, quando a D.O. final foi superior a 2
desvios-padrdes (DP) acima da média de um grupo
de soros negativos, obtidos de 12 individuos sem
nenhuma evidéncia de estrongiloidiase, testados na
mesma placa.

Soros

Os seguintes grupos de soros, provenientes de
individuos infectados, foram utilizados:
Strongyloides stercoralis (n=17); Ascaris
lumbricoides (n=3); Schistosoma mansoni (n=3);
Giardia lamblia (n=3); Hymenolepis nana (n=2);
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Enterobius vermicularis (n=2); Taenia sp (n=2).
O diagndstico, emtodos os grupos, foi determinado
por meios parasitolégicos. Em todos os casos,
nenhuma infecgdo simultdnea com outros parasitas
intestinais foi observada, em pelo menos trés exames
de fezes consecutivos.

Um pool de soros reagentes para S. stercoralis
foi obtido, misturando-se partes iguais de soros de
individuos com estrongiloidiase, comprovada por
meios parasitoldgicos e sorologia positiva para o
parasita.

Os soros controles negativos foram obtidos de
estudantes da Faculdade de Ciéncias Médicas da
UNICAMP e de funciondrios do nosso
Departamento. Estes individuos tinham, pelo menos,
trés exames protoparasitolégicos negativos e nao
tinham hist6ria passada de infecgdo por S. stercoralis.

RESULTADOS

Em termos de concentragdo de proteinas, a
proporgio entre as extragoes com SST e uréia foi de
1,7:1. '

As atividades antigénicas especificas das

preparagdes ES e EU foram avaliadas, através de
ELISA, utilizando os soros de individuos com
estrongiloidfase diluidos a 1:10. Dos 17 soros
testados, 13 foram reagentes com as duas
preparagdes, 1 foi reagente com a preparagio ES e
duvidoso com a preparagdo EU e 3 ndo reagiram
com as duas preparagdes. Um pool de 8 soros de
individuos com estrongiloidiase e com sorologia
positiva para S. stercoralis também foi testado por
ELISA com as duas preparages. As densidades
Gticas finais das reagdes entre as preparagoes ES e
EU e o pool de soros diluidos a 1/100 foram,
respectivamente, 0,75 e 0,74,

A reatividade dos soros de individuos portadores
de outras infecgdes parasitarias com as preparagoes
ES e EU € mostrada na Tabela 1. Estes soros foram
testados com diluigdes seriadas, comegando em
1/10. Dos 15 soros testados, somente 2 reagiram
com as duas preparagdes antigénicas. Estes eram
provenientes de um individuo com esquistossomose
e de um com ascaridiase. Nestes soros falso-
positivos, ndo foram observadas diferengas
significativas entre os titulos de ELISA obtidos com
as preparagdes ES e EU.

Tabela 1 - Avaliagdo da reatividade entre preparacdes antigénicas de S.
stercoralis e soros de individuos portadores deinfecgdes heterdlogas,

através de ELISA.

n° caso Tipo de infecgdo Titulos de ELISAA

ESB EUC
1 A. lumbricoides 80 40
2 < 10 < 10
3 < 10 < 10
4 S. mansoni 20 10
5 < 10 < 10
6 < 10 < 10
7 G. lamblia < 10 < 10
8 < 10 < 10
9 < 10 < 10
10 H. nana < 10 < 10
11 < 10 < 10
12 E. vermicularis <10 < 10
13 < 10 < 10
14 Taenia sp < 10 < 10
15 < 10 < 10

A Titulos foram expressos como as reciprocas das diluigdes dos soros.

B Preparagdo antigénica de S. stercoralis obtida com extragdo salina.

CPreparagio antigénica obtida com solubilizagio pela uréia da fragdo residual
de S. stercoralis resultante da extragio salina.
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DISCUSSAO

O diagnéstico definitivo de estrongiloidiase €
dado, pelo achado de larvas de S. stercoralis nas
fezes de pessoas infectadas. Entretanto, as larvas do
parasita podem estar presentes em pequenas
quantidades, ou mesmo ausentes dos materiais
examinados, de modo que vdrios autores tém
salientado a falta de sensibilidade dos métodos
parasitolégicos’ 1. As técnicas soroldgicas,
principalmente as imunoenzimdticas, pclem ser
uma boa alternativa para o diagnd:tico da
estrongiloidiase. A maioria dostrabalhos realizados,
até o presente momento, indica que a sensibilidade
das técnicas imunoenzimdticas para detecgdo de
anticorpos especificos da classe IgG anti-S.
stercoralis é proxima a 85%!3 11, A dificuldade de
obtengio de larvas de S. stercoralis e,
consequentemente, a obtencdo de quantidades
suficientes de material antigénico ativo, tem sido
um fator limitante para o imunodiagndstico da
estrongiloidiase’.

Trabalhos prévios tém mostrado que antigenos
ligados a2 membrana de parasitas podem ser
solubilizados na presenga deuréialé 17, Osresultados
dopresente trabalho mostraram que a fragéo residual
de S. stercoralis, resultante da extragio salina, apos
solubilizagdo com uréia, apresentou quantidades
significativas de material antigénico ativo. As
preparagdes antigénicas ES e EU parecem ter grau
similar de reatividade cruzada com soros de
individuos portadores de infecgbes heterdlogas.
Particularmente importante foi a forte reatividade
observada com o soro de um individuo com
ascaridiase. Essa reatividade cruzada também tem
sido observada por outros autores, utilizando
preparagOes antigénicas de S. stercoralis ou S.
rattit 1013,

A sensibilidade e a especificidade de uma
técnica imunoldgica dependem, em grande parte,
da preparagao antigénica utilizada. A possibilidade
de um maior rendimento de material antigénico de
S. stercoralis, através de um segundo processo de
extragdo, com uréia, abre perspectivas para o
fracionamento do extrato bruto do parasita, na
tentativa de se encontrar fragbes com maior atividade
antigénica especifica e menor reatividade cruzada.
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SUMMARY

Aqueous-soluble (AS) antigens from larvae of
Strongyloides stercoralis, extracted with phosphate-
buffered saline, are traditionally used for serodiagnosis
of strongyloidiasis. Toidentify sources of antigens for use
in serodiagnosis, residual particulates from parasite
larvae after aqueous extraction were solubilized with
Tris-buffered 8M wurea, yielding a urea-soluble (US)
antigen fraction. Both AS and US antigens from S.
stercoralis were evaluated by an enzyme-linked
immunosorbent assay. No significative differences were
observed between AS and US antigens from the parasite
regarding specific antigenic activity and cross-reactivity.
Immunoassays are highly dependent on the antigen for
sensitivity and specificity. Crude extracts from S.
stercoralis should be further studied, mainly in relation
to antigenic fractions which could provide even more
sensitive and specific results. Studies of fractionation of
S. stercoralis must take into account the antigen yield of
both the crude extract and fractions, since larvae of
parasite are normally difficult to obtain. Considering this
aspect, the results from this study are very useful, since
the extraction with urea substantially increased the
amounts of antigenic materials normally obtained with
the classical aqueous extraction.

Key-words:  Strongyloides  stercoralis.
Strongyloidiasis. Iimmunodiagnosis. Antigens.
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