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RESUMO 

 

Em focos de introdução recente da esquistossomíse, como Esteio na região 
metropolitana de Porto Alegre, a parasitose ocorre com baixas prevalências e cargas 
parasitárias, resultando em dificuldades para o diagnóstico parasitológico, em virtude da 
sensibilidade inadequada dos métodos clássicos. O principal objetivo deste trabalho foi 
otimizar o desempenho de métodos de diagnóstico, em situações que os ovos nas 
fezes são um evento raro. A estratégia foi examinar grandes quantidades de fezes, o 
que resultou na descrição e avaliação de um novo método de diagnóstico para 
detecção de ovos de Schistosoma mansoni nas fezes denominado Helmintex. Este é 
um método de concentração, onde as fezes passam por uma sequência de 
sedimentação espontânea, tamisagem, centrifugação com acetato de etila (Ritchie) e 
uma etapa final onde os ovos são isolados através de interação com partículas 
paramagnéticas em um campo magnético. Após a concentração, na etapa de detecção 
dos ovos todo o sedimento resultante é analisado através de microscopia óptica. Na 
segunda etapa deste trabalho o objetivo foi avaliar o desempenho da PCR em tempo 
real (tecnologia Taqman) como alternativa de método de detecção no sedimento final 
do Helmintex, substituindo a análise microscópica. Para realização da primeira etapa, 
ovos de S. mansoni foram adicionados em 30 g de fezes negativas para a infecção, 
formando suspensões de 0,1 a 1,34 ovos por grama de fezes (opg), e as fezes foram 
submetidas a todas as etapas de concentração do método. Para cada suspensão 
testada foi encontrado pelo menos 1 ovo em 20% (0.1 opg); 50% (0.24); 50% (0.34); 
60% (0.67); 80% (1.0) e 100% (1.34) das tentativas testadas para cada suspensão. 
Para a avaliação do desempenho da PCR, "primers" e sonda para o gene da citocromo-
C oxidase subunidade 1 foram desenhados para a amplificação do DNA de S. mansoni. 
Para a extração do DNA foram avaliados 4 protocolos diferentes. Foram preparadas 
suspensões de ovos em água destilada e fezes, contendo 1, 10, 20, 40 e 80 ovos. E 
amostras de 1000 ovos foram extraídas para a construção de uma curva padrão da 
estimativa de concentração de DNA, para verificação do limite de detecção da reação. 
A amplificação do DNA do parasito pode ser vista em todas as suspensões testadas, 
inclusive a que continha 1 ovo. Dos 4 protocolos de extração avaliados, o Illustra Tissue 
and Cell GenomicPrep Mini Spin Kit (GE Healthcare), um kit de extração comercial, foi o 
que apresentou o melhor rendimento. A curva padrão construída a partir de 1000 ovos 
apresentou um limite de detecção de 1 pg com reprodutibilidade de 13,8%. 
Considerando 100% de reprodutibilidade, a reação apresentou limite de detecção de 
100 pg. O novo método Helmintex descrito neste trabalho representa grande avanço no 
diagnóstico da esquistossomíse em infecções com baixas cargas parasitárias, além 
disso, apresentam-se 2 opções de métodos de detecção (visualização microscópica e 
amplificação de DNA dos ovos pela PCR em tempo real). Estes avanços contribuem 
para o esforço em curso de reduzir mundialmente a morbidade e a disseminação das 
áreas de transmissão das esquistossomíases. 

 

 
 

.  
Palavras-chave: diagnóstico – ovos - esquistossomíase  
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ABSTRACT 

 

Classical parasitological methods are not sensitive enough to detect most of the 
infected individuals in low intensity transmission areas like in Esteio, Rio Grande do Sul. 
To optimize methods for detection of eggs in feces, when they are rare events, the 
estrategy was to examine large amounts of feces. A novel diagnostic method for 
isolation of Schistosoma mansoni eggs in feces, and an initial evaluation of its 
performance is now reported Helmintex. Is a concentration method with sequential steps 
of spontaneous sedimentation, sieving, ether-acetate centrifugation method (Ritchie) 
and a final step where eggs are isolated through interaction with paramagnetic beads in 
a magnetic field, and the sediments retained at the wall are collected and examined 
under a microscope. The objective of the second part of the investigation was to 
evaluate TaqMan Real Time PCR as an alternative for microscopic analysis as the 
detection procedure for final sediment resulting from Helmintex. To evaluate the new 
concentration method, S.mansoni eggs were added to 30 grams of normal feces to 
produce suspensions ranging from 0.1 to 1.34 eggs per gram of feces (epg) and the 
feces were submitted to all steps of concentration method. All the sediment was 
analysed by light microscopy and at least 1 egg was found in 20% (0.1 epg); 50% 
(0.24); 50% (0.34); 60% (0.67); 80% (1.0) and 100% (1.34) of the seeding experiments. 
For evaluation of the TaqMan Real Time PCR as an alternative for detection of eggs in 
feces after the concentration Helmintex method, primers and probe targeting the 
cytocromo-C oxidase subunit 1 gene were designed for amplification S. mansoni specific 
DNA. Four procedures for DNA extraction were evaluated. Suspensions in distilled water 
and feces were prepared containing 1, 10, 20, 40 and 80 eggs. S. mansoni DNA was 
extracted from 1000 eggs for determination of a standard curve to estimate the DNA 
concentration and determine the limits of the detection. DNA was amplified from all the 
spiked egg suspensions, including the samples with only 1 egg. Illustra Tissue and Cell 
GenomicPrep Mini Spin Kit (GE Healthcare) presented the best extraction performance. 
The standard curve for DNA concentration from 1000 eggs had a detection limit at 1 pg 
but with 13.8 % of the reproductibility and 100 pg at 100 % of reproductibility. The novel 
S. mansoni detection method, named Helmintex may significantly improve diagnosis of 
infections with low intensity of infection, with two alternatives for the detection step: 
microscopic analysis and Real Time PCR Improved diagnostic methods are a main stem 
in the current worldwide efforts to reduce morbidity of schistosomiasis and its 
dissemination. 
 
 
 
 
 
 
Key Words: diagnosis - eggs – schistosomiasis 
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1.1 INTRODUÇÃO 

As esquistossomíases, denominadas também esquistossomoses ou bilharzioses, 

são infecções produzidas por trematódeos do gênero Schistosoma que, para o homem, 

têm como principais agentes etiológicos as espécies Schistosoma mansoni, S. 

haematobium, S. japonicum, S. intercalatum, S. mekongi e S. malayaensis, mas 

somente uma destas espécies existe no Brasil, o S. mansoni (Coura, 2004). A infecção 

por Schistosoma foi descrita pela primeira vez por Theodore Bilharz em 1852, por isso a 

infecção também ser conhecida por bilharziose, que descreveu um parasito 

intravascular para o qual deu o nome de Distoma haematobia. Em 1858, o gênero 

passou a ser chamado Schistosoma, modificação realizada por Weinland, em virtude de 

o macho apresentar o corpo fendido (schisto= fenda; soma= corpo), sendo este gênero 

aceito até os dias atuais (Neves, 1997). Em 1902, Patrick Manson identificou nas fezes 

de um enfermo, ovos de espículo lateral, diferente dos ovos comumente encontrado na 

urina de pacientes infectados, surgindo à hipótese de existência de nova espécie de 

Schistosoma.  Foi então em 1907 que Sambon propôs a nova espécie e a denominou 

de S. mansoni. A espécie foi descrita detalhadamente pela primeira vez no Brasil em 

1908, descoberta por Pirajá da Silva na Bahia (Coura, et al 2004). A infecção é também 

chamada esquistossomíase intestinal, pela localização dos parasitos na veia porta, 

ramo principal da veia mesentérica e nas vênulas da parede do grosso intestino, 

sigmóide e reto, com sintomas predominantemente intestinais. Nas formas mais graves 

há hepatoesplenomegalia, hipertensão no sistema porta ou outras manifestações 

patológicas (Rey, 2001). 

A esquistossomíase mansônica é uma doença parasitária de caráter endêmico 

que tem a água como meio de transmissão. O principal hospedeiro intermediário é um 

molusco da família Planorbidae (Biomphalaria sp.), sendo o homem seu principal 
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hospedeiro definitivo. Desta maneira, a doença tem intrínseca correlação com a 

exposição de pessoas a águas contaminadas em banhos de rios ou em águas paradas. 

A doença é um indicativo sócio-econômico importante, estando relacionada com a 

pobreza e falta de saneamento básico. A magnitude de sua prevalência e gravidade 

das formas clínicas complicadas confere a esquistossomíase mansônica um grande 

destaque (Hinrichsen, 2005). 

 

1.1.1 - O PARASITO 

 

O habitat dos vermes adultos é o sistema portal-hepático, principalmente a veia 

porta e a mesentérica inferior. Sua longevidade é, em geral, de três a cinco anos, 

podendo chegar a 25 anos. A fêmea é mais fina e longa, medindo entre 1,2 a 1,6 cm de 

comprimento. O macho é mais curto e robusto, seu corpo na extremidade posterior se 

apresenta achatado dorsoventralmente e ao se curvar lateroventralmente sobre a 

fêmea, forma um canal central denominado ginecóforo, onde se aloja a fêmea. Ambos 

os sexos apresentam ventosas (oral e ventral) que lhe permitem se fixar nas paredes 

dos vasos (Hinrichsen, 2005).  

 

 

 

Figura 1- Verme de S. mansoni, detalhando a fêmea 

dentro do canal ginecóforo do macho (Kayser, 2005) 
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1.1.2 - CICLO BIOLÓGICO 

 

Esta espécie (S. mansoni), única de interesse médico e sanitário nas Américas, 

desenvolve sua fase adulta como parasito da luz dos vasos sanguíneos do homem e de 

outros mamíferos, migrando as fêmeas para ovipor nas ramificações mais finas das 

veias mesentéricas. Os ovos que atravessarem a mucosa intestinal e forem evacuados 

com as fezes, e que cheguem a alguma coleção de água doce, eclodem e libertam 

suas larvas ou miracídios. Estes nadam em círculos durante algumas horas até 

encontrar seu hospedeiro intermediário, B. glabrata. Dentro dos caramujos, os 

miracídios se dividem e, após algumas semanas, liberam na água formas larvais 

chamadas cercárias. Estas nadam ativamente até entrar em contato com a pele de um 

hospedeiro vertebrado para penetrar, ganhar a circulação geral e alojar-se no sistema 

porta intra-hepático (Rey, 2001).   

  Como foi mostrado no ciclo biológico, existem vários estágios do parasito que 

podem interferir na patogenia da doença, onde outros fatores têm importância. Entre 

estes devem ser destacados: carga parasitária, cepa ou linhagem do parasito, estado 

nutricional, idade e nível da resposta imune do paciente. Todos têm participação na 

gênese da doença, que será mais ou menos grave, dependendo da interação entre 

eles. Entretanto, os níveis da carga parasitária e da resposta imune dos pacientes 

podem ser considerados como os principais (Neves, 2006). 
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      Figura 2- Ciclo Biológico do S. mansoni (Kayser, 2005). 

 

 

1.1.3 - FORMAS CLÍNICAS 

 

FASE INICIAL 

Dermatite Cercariana 

 

A fase inicial caracteriza-se pela fase cutânea ou cercariana. Esta tem início com 

a penetração das cercárias na pele, desenvolvendo um quadro de dermatite cercariana, 

que surge nos primeiros 10-15 min, permanecendo por 24 a 72 h; é caracterizada por 

prurido, erupção urticariforme, eritema, edema e dor, uma manifestação de 

hipersensibilidade que ocorre principalmente nas reinfecções. É um processo 
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imunoinflamatório, onde as imunoglobinas de classe E, mastócitos, complemento e 

eosinófilos têm grande participação (Neves, 2006). O diagnóstico nessa fase é difícil e o 

tratamento, se necessário, pode ser feito com anti-histamínicos, corticosteróides tópicos 

e esquistossomicidas nas doses habituais (Lambertucci et al 2005). 

 

Esquistossomíase Aguda 

 

Esta fase da doença evolui de forma inaparente ou assintomática na maioria dos 

indivíduos, quando esta se encontra na forma aguda sintomática (fase toxêmica) ora se 

apresenta em estágio clínico único, ora se diferencia em duas fases, uma pré e outra 

pós postural, podendo apresentar-se com quadro clínico pouco sintomático, moderado, 

grave a complicado. Os sintomas surgem três a quatro semanas após a infecção e 

incluem: mal-estar, febre, hiporexia, tosse seca, sudorese, dores musculares, dor na 

região do fígado ou intestino, diarréia, cefaléia, prostração, entre outros. A intensidade 

dos sintomas aumenta com o início da oviposição, o paciente apresenta-se abatido, 

com hepatomegalia, e esplenomegalia dolorosas, taquicardia e hipotensão arterial. O 

diagnóstico clínico só se define após 45 dias de infecção, quando ovos viáveis dos 

vermes se encontram nas fezes, ou quando a biópsia hepática revela o granuloma 

esquistossomótico na fase necrótico-exsudativa. Os sintomas e sinais clínicos podem 

persistir por mais de 90 dias e a doença se enquadrar na definição de febre de origem 

indeterminada. Há geralmente remissão espontânea do quadro clínico nos casos não 

tratados. A doença raramente mata. A melhora clínica é anunciada pela normalização 

da temperatura corporal e o desaparecimento dos sintomas digestivos. O fígado e o 

baço diminuem de tamanho progressivamente (Lambertucci et al 2005). 
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FASE CRÔNICA  

 Fase intestinal e hepatointestinal 

 

 Os indivíduos que evoluem para esta fase da doença, geralmente apresentam 

modulação satisfatória do granuloma, ou seja, o granuloma necrótico-exsudativo da 

fase aguda transforma-se em um granuloma pequeno com menor número de células 

inflamatórias, sem área de necrose em torno dos ovos e maior deposição de fibras 

colágenas. São consideradas formas leves da doença as formas intestinal e 

hepatointestinal. A maioria dos indivíduos que vive em áreas endêmicas apresentam 

essa forma da doença. A forma hepatointestinal representaria a forma intermediária da 

doença para a forma hepatoesplênica. Os indivíduos nesta fase da doença não 

apresentam sintomas e o diagnóstico se torna acidental. Nos indivíduos com queixas 

clínicas a sintomatologia é variável e inespecífica: desânimo, indisposição, tonturas, 

cefaléias e sintomas distônicos. Entre os sintomas digestivos: sensação de plenitude, 

flatulência, dor epigástrica, e hiporexia. Observam-se surtos diarréicos, por vezes 

disenteriformes, intercalados com constipação intestinal crônica. Esse quadro clínico 

não difere do encontrado em indivíduos sem a doença (Lambertucci et al 2005). 

 

 Esquistossomíase hepatoesplênica 

 

 A esquistossomíase hepatoesplênica se apresenta de duas formas: compensada 

e descompensada. Dados obtidos de inquéritos epidemiológicos revelaram que 2 a 7% 

dos indivíduos infectados apresentam essa forma da doença em áreas de alta 

endemicidade (Lambertucci et al 2005). 
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 Forma Compensada: representa o modelo da esquistossomíase hepática 

avançada; tem como característica fundamental a presença de hipertensão portal, 

levando á esplenomegalia e ao aparecimento de varizes no esôfago. Os sinais e 

sintomas são inespecíficos em geral, às vezes o primeiro sinal é a hemorragia digestiva, 

e devido a isso aparecimento de anemia. O estado funcional do fígado se encontra 

preservado, sem evidências da insuficiência hepática. O diagnóstico desta fase em 

indivíduo em hospital bem aparelhado não é difícil, porém diagnosticar a forma 

hepatoesplênica em indivíduos em área endêmica (com base na presença do baço 

palpável e ovos de vermes nas fezes) representa um problema, devido alguns desses 

indivíduos apresentarem o baço aumentado secundário a outras doenças, dificultando o 

diagnóstico diferencial (Lambertucci et al 2005). 

 Forma Descompensada: esta forma caracteriza-se por diminuição acentuada do 

estado funcional do fígado. Esta descompensação está relacionada com os surtos de 

hemorragia digestiva e consequente isquemia hepática e fatores associados (hepatites 

virais e alcoolismo). A ascite encontra-se entre as manifestações mais comuns, 

iniciando-se frequentemente após hemorragia digestiva alta. A icterícia pode ser 

encontrada em alguns casos; os sinais e sintomas de encefalopatia hepática 

geralmente surgem após sangramentos digestivos, e quando presentes, respondem ao 

tratamento adequado ou evoluem para o coma hepático e a morte (Lambertucci et al 

2005).  

Outras lesões também podem ocorrer nessa fase da doença, quando os ovos 

são levados para outros órgãos, podendo provocar lesões cardiopulmonares, renais e 

neurológicas e algumas vezes tumorações esquistossomóticas no intestino (Rey, 2001). 
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1.1.4 - DISTRIBUIÇÃO GEOGRÁFICA E EPIDEMIOLOGIA 

Infecção autóctone da África, onde seus maiores focos se encontram no Delta do 

Nilo e na faixa intertropical ao sul do Saara, a esquistossomíase mansônica é 

encontrada em todos os países daquele continente. Na Ásia também apresenta alguns 

focos de transmissão. Nas Américas, se implantou inicialmente nos territórios coloniais 

onde as metrópoles basearam a economia na exploração escravagista, importando 

mão-de-obra africana. Nestes, sempre que a presença de moluscos suscetíveis e as 

demais situações ecológicas favorecessem o ciclo evolutivo dos parasitos, instalou-se a 

endemia (Rey, 2001). 

A esquistossomíase é considerada uma infecção parasitária de grande 

prevalência e apresenta significantes consequencias na saúde pública e economia. 

Mundialmente, é estimado 207 milhões de pessoas infectadas para todas as espécies, 

destas, 120 milhões são sintomáticas e 20 milhões apresentam a forma severa da 

doença.  Estima-se ainda que 779 milhões de pessoas vivam em áreas de risco. (Enk et 

al, 2010; Chitsulo et al, 2000). 

O S. mansoni é endêmico em 52 países e territórios, distribuídos na América do 

Sul, Caribe, África e leste do Mediterrâneo. Constituindo grande problema de saúde 

pública, esta endemia está associada à pobreza e ao baixo desenvolvimento 

econômico que gera a necessidade de utilização de águas naturais contaminadas para 

a agricultura, trabalho doméstico e lazer (Katz et al, 2000). No Brasil a área endêmica 

estende-se atualmente numa faixa de terras contínuas ao longo de quase toda a costa 

litorânea, abrangendo em sua totalidade 19 Unidades Federadas com 

aproximadamente 25 milhões de habitantes expostos ao risco e 6 milhões de infectados 

(Ministério da Saúde, 2010; WHO, 2009). As áreas de maior prevalência se encontram 

nos Estados do Nordeste e do Sudeste, que segundo dados da Organização Mundial 
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de Saúde, até 1920 a infecção era limitada a esta região, devido o trabalho de escravos 

oriundos da África, em plantações de cana de açúcar. Depois disso, a doença começou 

a espalhar-se para outras regiões, em virtude do movimento migratório estimulado pelo 

desenvolvimento, e desde então novos focos foram sendo detectados até os dias atuais 

(WHO, 2001). Novos focos podem surgir, de forma temporária ou não, como por 

exemplo, ao longo da costa em direção à Amazônia. Isto pode significar a expansão da 

área de ocorrência da parasitose. No sul, tais focos isolados e não-estáveis já foram 

detectados no Paraná (Curitiba, Uraí, Jacarezinho, Santo Antônio da Platina, Jataizinho 

e Porecatu) e em Santa Catarina (São Francisco do Sul, Araquari, Massaranduba, 

Jaguará do Sul, Joinville) (Rey, 1991; Schlemper Júnior et al., 1996). No Rio Grande do 

Sul o primeiro caso autóctone da doença foi descoberto em janeiro de 1997, onde foi 

diagnosticado ovos de S. mansoni em um paciente hospitalizado no município de 

Sapucaia e residente em Esteio (Graeff-Teixeira et al, 1999).  

  A investigação epidemiológica não conseguiu confirmar o local de aquisição do 

parasito, entretanto permitiu identificar pela primeira vez no Rio Grande do Sul, na 

coleção de água que o indivíduo costumava coletar iscas para pescaria, a Biomphalaria 

glabrata. Um grande número de caramujos pode ser examinada pela equipe do Dr. 

Omar Carvalho (Centro de Pesquisas René Rachou, Belo Horizonte), sem que tenha 

sido encontrado hospedeiro infectado (Carvalho et al, 1998).   

Em março de 1998, iniciou-se o exame parasitológico de caramujos coletados 

nos locais frequentados pelos dois primeiros indivíduos encontrado infectados, 

denominado ―Banhado do Azeite‖.  Nos lotes examinados foram identificadas cercárias, 

que, inoculadas em camundongos albinos, produziram vermes adultos de S. mansoni 

(Graeff-Teixeira et al, 1999).  Estava documentado o foco mais meridional nas 

Américas, da esquistossomíase mansônica. A detecção provavelmente é de introdução 



 11 

recente e com epidemiologia peculiar. Nesta situação, métodos sorológicos 

combinando alta sensibilidade com boa especificidade são necessários, por apresentar 

melhor desempenho que o exame parasitológico de fezes e maior facilidade 

operacional para triagem e monitoramento da infecção humana (Alarcón-de-Noya et al, 

1997). 

 

Figura 3- Distribuição geográfica da S. mansoni e S. intercalatum (Kayser, 2005). 

 

 

1.1.5 - DIAGNÓSTICO 

 

Os quadros clínicos da doença podem sugerir o diagnóstico da 

esquistossomíase mansônica, principalmente se o paciente vive ou procede de uma 

zona endêmica, ou se refere ter estado em contato com águas de um foco de 

transmissão conhecido. Porém dada a inespecificidade e inconstância dos sinais e 

sintomas da doença, somente provas laboratoriais e métodos de imagem podem 

fornecer elementos seguros para o diagnóstico. Os métodos de imagem, tal como a 

ultrasonografia e atualmente a ressonância magnética, de uso restrito a avaliação 
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clínica de pacientes e de grande importância no atendimento hospitalar, não constituem 

interesse específico deste projeto.  Quanto aos exames laboratoriais, destacam-se três 

modalidades: 1) demonstração da presença de ovos do parasito e 2) realização de 

provas imunológicas (Rey, 2001) e 3) atualmente a detecção do DNA do parasito por 

métodos moleculares. 

 

 MÉTODOS PARASITOLÓGICOS 

 

Os métodos parasitológicos promovem a demonstração dos ovos do parasito nas 

fezes e entre eles o método de Kato-Katz (KK) é atualmente o mais utilizado em 

serviços de saúde. O método utiliza fezes frescas e tem por fundamento a clarificação 

da amostra fecal por uma mistura de glicerina e água, contra-corada com verde de 

malaquita (Katz et al, 1972). Além do KK, podemos citar o método de Lutz, também 

denominado método de Hoffman, Pons e Janer (HPJ) que consiste da sedimentação 

espontânea do material fecal diluído em água, para concentrar ovos de helmintos 

(Hoffman et al, 1934). Outra modalidade de diagnóstico parasitológico é a eclosão de 

miracídios, onde o diagnóstico é realizado pela visualização dos miracídios liberados 

dos ovos presente nas fezes, quando estes são diluídos em água com a menor 

salinidade possível e expostos à luz (Zicker et al, 1977). 

A detecção dos ovos no material fecal é o método de diagnóstico tradicional e 

ainda é largamente utilizado em todo o mundo para o diagnóstico da infecção pelo S. 

mansoni, com a confirmação da espécie feita pela morfologia do ovo. Este é o meio 

mais direto e específico pela qual a presença da infecção pode ser estabelecida. O 

diagnóstico parasitológico tem a vantagem de possuir alta especificidade, devido à 

morfologia única dos ovos, que apresenta o espinho lateral, e de não necessitar de 
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equipamentos sofisticados. Porém, em muitos casos, os métodos de diagnóstico 

parasitológicos têm baixa sensibilidade e podem apresentar uma contagem de ovos 

inexata (Doenhof et al, 2004). Dificuldades podem ser encontradas nesses casos, 

principalmente quando: no período pré-patente da infecção, o qual dura em geral de 4 a 

6 semanas; nas infecções unissexuais, quando não haverá oviposição; na ausência de 

eliminação dos ovos logo após medicação, quando esta for insuficiente para a cura, 

mas efetiva para provocar a suspensão da oviposição pelas fêmeas, temporariamente 

intoxicadas e atrofiadas (durante um ou mais meses) e na escassez ou inconstância da 

eliminação de ovos, nas infecções leves ou casos antigos (Rey, 2001). Além disto, a 

distribuição heterogênea dos ovos no material fecal de pacientes infectados tem grande 

influência nas dificuldades encontradas nos métodos parasitológicos baseados no 

encontro de ovos nas fezes (Woodstock et al, 1971; Martin et al, 1965).  

 

MÉTODOS IMUNOLÓGICOS 

 

O ovo, a cercária, o esquistossômulo e os vermes adultos produzem numerosas 

substâncias antigênicas que se difundem no meio, ou que são liberadas quando os 

parasitos morrem, levando o organismo do hospedeiro a produzir variados anticorpos. 

Os métodos imunológicos indiretos detectam a presença de algum desses anticorpos 

específicos, e assim estabelecem a suspeita de infecção por S. mansoni. Os resultados 

das provas imunológicas podem permanecer positivos por muito tempo, mesmo após o 

tratamento da infecção, não servindo, portanto, como diagnóstico definitivo da infecção 

ativa (Rey, 2001).  
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Os métodos imunológicos incluem: intradermo-reação, fixação do complemento, 

imunofluorescência indireta, hemaglutinação indireta, radioimunoensaio, vários testes 

de floculação e precipitação e o teste de ELISA, que atualmente é o mais utilizado 

(Doenhoff et al, 2004), especialmente na avaliação de viajantes oriundo de áreas 

endêmicas (Libman, 1993).  Vários destes métodos, como a intradermo-reação, fixação 

de complemento e o radioimunoensaio não são mais utilizados (Coura, 2005) 

 

 A BUSCA DE APRIMORAMENTO NOS MÉTODOS DIAGNÓSTICO 

 

  A baixa sensibilidade é um problema comum, principalmente para os métodos 

parasitológicos. Segundo a Organização Mundial da Saúde, a ausência de 

sensibilidade dos métodos de diagnóstico, é citado como uma das principais causas da 

dificuldade encontrada para o controle da esquistossomíase, devido à dificuldade de 

diagnosticar indivíduos com baixa intensidade de infecção (WHO, 2009). Por isso, 

diversos trabalhos vêm sendo feitos na busca de uma metodologia mais sensível. Entre 

os métodos parasitológicos podemos citar a técnica de concentração de ovos baseada 

em gradiente de densidade em coluna de Percoll (Eberl et al, 2002). A técnica de 

eclosão de miracídios também foi alvo de melhorias, com o desenvolvimento de 

dispositivo, na qual tem o objetivo de promover a remoção de detritos fecais e contém 

um recipiente específico para detecção dos miracídios, visando melhorar o 

desempenho da técnica (Jurberg et al, 2008). Na tentativa de melhorar a sensibilidade 

no diagnóstico parasitológico, outro dispositivo foi desenvolvido, porém desta vez para 

a aplicação de um gradiente salínico, visando facilitar o encontro dos ovos de S. 

mansoni nas fezes (Coelho et al, 2009). E por último, podemos citar a técnica FLOTAC, 



 15 

baseada na flutuação de elementos parasitários após centrifugação, e um aparato que 

permite a leitura copromicroscópica (Glinz et al, 2010). Entre os métodos imunológicos 

destacam-se, a detecção de antígenos circulantes, antígeno catódico circulante (CCA) 

e antígeno anódico circulante (CAA) pelo ELISA (Van Lieshout et al, 2000). Para a 

detecção de anticorpos anti-Schistosoma, muitas preparações antigênicas foram 

produzidas a partir dos diferentes estágios evolutivos do helminto. Entre eles destacam-

se o imunoensaio contendo como antígeno a fosfatase alcalina purificada de vermes 

(APIA) (Alarcón de Noya et al, 1997); detecção de anticorpos IgM seja por teste de 

imunofluorescência ou por ELISA, contra antígenos do intestino de verme adulto 

(Kanamura et al, 2002; Edward et al, 2005). Estudos de imunoeletrotransferência 

(Western-blot = WB) para o diagnóstico da esquistossomíase vêm sendo uma nova 

alternativa inclusive com estudos para detectar a diferença entre fase aguda e crônica 

da doença (Valli et al, 1999). Além disso, podemos citar o desenvolvimento e avaliação 

de um kit de WB com tiras de antígeno bruto do parasito (Sulahian et al, 2005), e a 

detecção por imunoblot de componentes de membrana de vermes adultos de S. 

mansoni (Cesari et al, 2005), ambos mostrando serem úteis e com ótima sensibilidade 

para o sorodiagnóstico. Além destes supracitados, a produção de imunoensaio com o 

antígeno solúvel de ovo (SEA) tem sido amplamente empregado, apresentando ótima 

sensibilidade e especificidade, e de acordo com alguns estudos comparativos, 

apresenta melhor desempenho do que antígeno de verme adulto (Hamilton et al, 1998). 

Mais recentemente, foi desenvolvido uma nova opção de ELISA para a detecção de 

anticorpos anti-schistosoma, desta vez utilizando como antígeno cercárias de S. 

mansoni. Apesar de o ensaio apresentar sensibilidade e especificidade equivalente ao 

ELISA de antígeno solúvel de ovos (SEA), o autor defende a idéia de que antígeno 

cercariano é mais fácil de produzir do que antígeno solúvel de ovos (Chand et al, 2010). 
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Segundo alguns autores, os métodos imunológicos podem solucionar a problemática da 

baixa sensibilidade dos métodos parasitológicos, principalmente em áreas de baixa 

prevalência de infecção. No entanto possuem desvantagens, principalmente a 

dificuldade de demonstrar a presença da infecção ativa, assim como a intensidade da 

infecção (Doenhoff et al, 2004).  

 

DETECÇÃO DE ÁCIDOS NUCLÉICOS 

 

A técnica da reação em cadeia da polimerase (PCR) permite a amplificação de 

sequências específicas de DNA alvo, mediada pela enzima Taq DNA polimerase, e por 

um par de iniciadores, que deve ser complementar a sequência a ser amplificada. A 

técnica consiste de ciclos repetitivos de três etapas que ocorrem em diferentes 

temperaturas de incubação e na presença dos quatro desoxirribonucleotídeos 

trifosfatados (dATP, dCTP, dGTP e dTTP) e uma solução tampão contendo magnésio, 

que age como co-fator da reação enzimática. A primeira etapa é de desnaturação das 

fitas do DNA-alvo, seguida pela hibridização das seqüências de iniciadores e 

finalizando com a extensão da região flanqueada pelos iniciadores.   

Com o progresso da tecnologia, a PCR vêm evoluindo, e a reação que até então 

promovia a detecção de DNA alvo no ponto final da reação atualmente também pode 

detectar no momento em que a reação está ocorrendo, através da PCR em tempo real. 

Esta, por sua vez, mede a fluorescência emitida em cada ciclo da reação, o que 

corresponde à formação do produto amplificado. A reação divide-se em três fases: fase 

exponencial (onde o dobro do produto é acumulado em cada ciclo e a reação é precisa 

e específica, assumindo eficiência de 100%), fase linear (na qual os componentes da 
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reação estão sendo consumidos e a velocidade da reação diminui) e a fase de platô 

(onde todos os reagentes foram consumidos e a reação é finalizada) (Heid et al, 1996). 

A detecção da fluorescência é realizada durante a fase exponencial da reação, 

conferindo grande vantagem a reação em tempo real, ao contrário da técnica 

convencional que ocorre na fase final, o que além de aumentar o efeito de inibidores, 

também necessita de um passo adicional para visualização do DNA amplificado, 

podendo aumentar o risco de contaminação. (Bell et al, 2002). A combinação de 

excelente sensibilidade, especificidade, baixo risco de contaminação, facilidade de uso 

e rapidez, tem conferido a tecnologia em tempo real uma ótima alternativa de escolha.  

 A tecnologia em tempo real possui diferentes sistemas de detecção, no qual os 

principais são: 1) intercalante de DNA de fita dupla, onde o SYBR® Green é o mais 

utilizado, este sistema é bastante sensível, porém não específico, em virtude do corante 

fluorescente possuir afinidade de ligação a qualquer produto de DNA dupla-fita; 2) 

detecção de fita simples através de sondas, e o principal representante deste grupo é a 

sonda Taqman. Esta sonda consiste de um pequeno oligonucleotídeo, que contém um 

corante fluorescente na extremidade 5’ e um inibidor na extremidade 3’ (molécula que 

aceita energia do fluoróforo na forma de luz e a dissipa como luz ou calor), fenômeno 

conhecido como FRET (fluorescence resonance energy transfer). Para a emissão da 

fluorescência é necessário que a sonda seja complementar e se ligue a fita simples de 

DNA e durante a reação, a enzima Taq DNA polimerase irá clivar a sonda (atividade 5’ 

nuclease), e separar o corante fluorescente do inibidor, gerando a fluorescência (Bell et 

al, 2002; Espy et al, 2006).   

A metodologia molecular baseada na reação em cadeia da polimerase vem se 

tornando uma alternativa de diagnóstico para diversos patógenos, isso deve-se 

principalmente, a sua alta sensibilidade, facilidade de uso, principalmente nos dias 
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atuais, e sua capacidade de analisar uma grande quantidade de amostras 

simultaneamente (Morgan et al, 1998). A técnica tem sido amplamente empregada no 

diagnóstico de muitas infecções parasitárias, em virtude das vantagens supracitadas, 

além da sua capacidade de diferenciação entre espécies do mesmo gênero. Desde 

década passada, encontramos trabalhos publicados sobre a PCR como método de 

diagnóstico para diversas parasitoses, como por exemplo, Plasmodium spp. 

Trypanosoma spp., Cryptosporidium, Entamoeba histolytica (Morgan et al, 1998), 

Haemonchus contortus, Toxocara canis, Dirofilaria spp. (McKeand et al, 1998), 

Angiostrongylus costaricensis (Silva et al, 2003) e Ascaris sp. (Carlsgart et al, 2009). 

Além disso, alguns trabalhos baseiam-se na técnica da PCR em tempo real, como o 

diagnóstico de ovos nas fezes de S. japonicum (Lier et al 2006) e Haemonchus 

contortus (Harmon et al, 2007), e ainda temos exemplos de PCR multiplex para 

detecção simultânea de Giardia lamblia, Entamoeba histolytica e Cryptosporidium 

parvum, três dos principais protozoários causadores de diarréia (Verweij et al, 2004), e 

até mesmo a disponibilidade de um kit comercial para detecção de malária (Espy et al, 

2006). 

 O diagnóstico do S. mansoni pela técnica da PCR já foi relatado, e ao longo dos 

anos vêm sendo aprimorado, sempre na busca de metodologias mais sensíveis e 

específicas. Em 1997, foi descrito uma PCR para detecção do parasito em seu 

hospedeiro intermediário, a Biomphalaria glabrata, proporcionando benefícios, tais 

como o diagnóstico da infecção em caramujos no período pré-patente, diferenciação da 

infecção causada por outros trematódeos e detecção da infecção inclusive em 

caramujos mortos (Jannotti-Passos et al, 1997). Em 2006, uma versão multiplex da 

PCR permitiu fazer o diagnóstico de caramujos infectados por S. mansoni, assim como 

a identificação da espécie, permitindo a diferenciação em B. glabrata, B. tenagofila e B. 
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straminea, auxiliando no entendimento da epidemiologia da doença (Jannotti-Passos et 

al, 2006 e Caldeira et al 2009).  

Em 1991, Hamburguer identificou uma região altamente repetitiva, que constitui 

torno de 12% do genoma total de S. mansoni e possui tamanho de 121 pb. Este 

fragmento desde então vem sendo amplamente utilizado em metodologias moleculares. 

Em 1998, Hamburguer desenvolveu uma PCR para monitorar águas contaminadas com 

cercárias. Em 2002, foi descrito a primeira PCR para o diagnóstico de S. mansoni em 

amostras de fezes e soro humano (Pontes et al, 2002). Esta reação ao longo dos anos 

foi modificada, entretanto o fragmento amplificado foi sempre o mesmo. A primeira 

modificação feita foi o método de extração de DNA utilizado, que ao invés de um 

método caseiro (Método ROSE Modificado), a reação foi padronizada com um kit de 

extração comercial, o QIAamp DNA Stool Mini Kit (Gomes et al, 2009), e em 2010 foi 

publicado o ELISA-PCR, onde o ELISA substitui a visualização em gel de eletroforese, 

visando aumentar a sensibilidade do método (Gomes et al, 2010). Recentemente o 

mesmo fragmento de 121 pb foi alvo de amplificação do DNA do parasito em dois 

trabalhos: 1) em amostras de urina, infectadas artificialmente com DNA S. mansoni, e a 

detecção baseada na PCR convencional (Enk et al, 2010); 2) e em amostras de 

plasma, testadas experimentalmente em camundongos infectados e em soro de 

pacientes infectados com Schistosoma spp., detectados através da reação em tempo 

real (Wichmann et al 2009). Ambas as metodologias baseiam-se na detecção de DNA 

circulante livre de célula. A detecção de DNA na urina já havia sido relatada, em 

estudos com camundongos e amostra de pacientes, porém o fragmento alvo 

amplificado faz parte da subunidade 28S do S. mansoni, que segundo o autor é capaz 

de diferenciar entre as principais espécies de Schistosoma spp. (Sandoval et al, 2006 a 

e b). O fragmento de Hamburguer, 1991 não é espécie específico, podendo amplificar 
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DNA de outras espécies, conforme visto no trabalho de Wichmann, 2009, em que 

amostras de S. haematobium e S. japonicum foram também detectadas.  

Além de Wichmann, a tecnologia da PCR em tempo real também foi descrita 

para diagnóstico de S. mansoni por duas reações distintas: 1) uma delas é baseada na 

tecnologia SYBR Green, e amplifica uma pequena subunidade de RNA ribossomal 

(SSU rRNA), no entanto esta reação foi padronizada com amostras de DNA de verme 

adulto, e não foi testada com nenhuma amostra que pudesse ser realizado diagnóstico 

clínico (Gomes et al, 2006); 2) a outra reação é baseada na tecnologia Taqman, e 

consiste de um multiplex para detecção simultânea entre S. mansoni e S. haematobium 

(Hove et al, 2008). Nessa reação o fragmento alvo é o gene Cox 1 (citocromo oxidase 

subunidade 1), que compõem parte da região codificante do DNA mitocondrial de 

Schistosoma spp. (Le et al, 2000 b). A reação foi testada em amostras de fezes de 

pacientes infectados com carga parasitária variando de alta a muito baixa. Além disso, 

chamou atenção a diversidade de amostras utilizadas para testar a especificidade da 

reação (DNA de 7 helmintos, 8 protozoários, 15 bactérias e fungos, 80 amostras de 

fezes positivas na microscopia e no PCR para Giardia lamblia, Entamoeba histolytica, 

Entamoeba díspar e Crisptosporydium parvum e 40 amostras de fezes negativas 

através de microscopia). Além de Hove, 2008 uma PCR multiplex convencional 

publicada recentemente, amplifica o gene da Cox 1, promovendo a diferenciação entre 

4 principais espécies de Schistosoma: S. mansoni, S. haematobium, S. japonicum e S. 

mekongi (Kato-Hayashi et al, 2010). 

Com o advento do projeto genoma do S. mansoni, perspectivas de um melhor 

entendimento da biologia do parasito, de sua interação com o hospedeiro, e 

principalmente da identificação de novos alvos para o desenvolvimento de 

quimioterápicos, vacinas e técnicas de diagnóstico têm sido implementadas. O projeto 
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foi estabelecido pela Organização Mundial da Saúde, em 1994, e o seu 

sequenciamento foi realizado no The Institute for Genomic Research (TIGR) nos 

Estados Unidos e no Wellcome Trust Sanger Institute na Inglaterra (Han et al, 2009), 

com a publicação do seu genoma em 2009 (Berriman et al, 2009).  De acordo com as 

investigações na área genômica, sabe-se que o DNA mitocondrial de Schistosoma spp. 

possui uma região não codificante de tamanho variável, ocorrendo variações inclusive 

dentro da mesma espécie, e uma região codificante bem conservada, onde se encontra 

o gene da Cox 1. Além disso, o arranjamento gênico dentro da região codificante do 

DNA mitocondrial apresenta fortes divergências entre espécies de Schistosoma spp., 

principalmente entre a asiática e africana (Le et al, 2000 a; Le et al, 2000 b; Lo Verde et 

al, 2004). Ainda sabe-se que o arranjamento gênico das espécies asiáticas, como por 

exemplo o S. japonicum, apresentam muita semelhança com outros trematódeos e 

cestódeos, que por sua vez diferem das espécies africanas, conferindo por sua vez 

especificidade gênica às espécies africanas, como o S. mansoni. Portanto genes do 

DNA mitocondrial podem ser alvos úteis ao diagnóstico molecular, em virtude de sua 

conservação, e no caso do S. mansoni, uma espécie africana, pela especificidade. 

 

1.2 – JUSTIFICATIVAS 

 

 As idéias iniciais que resultaram neste projeto vieram de alguns estudos, 

destacando-se a tentativa de uso de um gradiente de concentração de ovos em coluna 

de Percoll (Eberl et al 2002), PCR nas fezes e o uso dos sistemas de isolamento com 

microesferas magnéticas, tal como a detecção de oocistos de Cryptosporidium parvum 

(Pereira et al, 1999). Este último método vinha sendo empregado em larga escala no 
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Laboratório de Biologia Parasitária da PUCRS como parte das atividades de um projeto 

de estudo da transmissão hídrica de protozoários. 

A definição do grau de endemicidade baseia-se na intensidade de infecção que, 

por sua vez, é estimada pela média do número de ovos de S. mansoni eliminados pelos 

indivíduos parasitados. Segundo a Organização Mundial da Saúde, áreas de baixa 

endemicidade são caracterizadas por apresentar pacientes com carga parasitária 

menor do que 100 ovos por grama de fezes, e nesta situação os métodos de 

diagnóstico parasitológico não apresentam uma sensibilidade adequada (WHO, 2009). 

 Conforme mencionado acima, o comportamento epidemiológico da 

esquistossomíase mansônica em áreas de baixa endemicidade é característico por 

apresentar baixas prevalências e cargas parasitárias. Isso ocorre no município de 

Esteio e mais recentemente no município de Porto Alegre (dados não publicados), uma 

vez que os casos confirmados mostraram claramente que a maioria dos pacientes 

infectados apresentaram menos de 1 ovo por grama de fezes (opg) (Graeff-Teixeira et 

al, 2004). Portanto, o objetivo do presente estudo é buscar uma nova metodologia, com 

uma maior sensibilidade, capaz de detectar cargas parasitárias extremamente baixas. 

Em um primeiro momento, a busca será por um diagnóstico parasitológico, devido à alta 

especificidade encontrada nesses métodos (Doenhoff et al, 2004), onde o sistema de 

detecção é a visualização do ovo do S. mansoni. Além disso, o interesse nos métodos 

parasitológicos de diagnóstico é dirigido pela convicção da necessidade de um método 

―padrão ouro‖ extremamente sensível, inclusive para a padronização adequada de 

métodos moleculares, tal como a PCR para detecção de ácidos nucléicos no soro ou 

nas fezes, assim como na avaliação de métodos indiretos, como os métodos 

sorológicos. O presente estudo também se justifica para fazer a associação de métodos 

parasitológicos com métodos moleculares, onde, em um segundo momento, a 
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finalidade será obter uma metodologia mais rápida e menos trabalhosa em casos de 

análise de um grande número de amostras. Para realização da segunda parte deste 

trabalho, escolhemos uma metodologia molecular baseada na PCR em tempo real, já 

padronizada por Hove, 2008. A escolha desta reação justifica-se pela especificidade do 

alvo a ser amplificado, gene Cox 1, conforme mencionado anteriormente, e como 

apresentado pelo autor. Além disso, em virtude de sua sensibilidade, onde a partir de 

100 ovos por grama de fezes, o autor obteve 100% de sensibilidade. Portanto como 

esse trabalho desde o início justificou-se pelo diagnóstico de baixas cargas parasitárias, 

a idéia foi testar esta reação em situações com número menor do que 100 opg.   

Foram realizados vários experimentos sempre visando buscar a otimização de 

métodos de diagnóstico. A partir dos resultados obtidos, apresentados ao longo do 

trabalho, conseguimos obter um método parasitológico no qual tem sensibilidade de 

100% a partir de 1.34 opg. Por isso, este método foi submetido ao pedido de patente 

nacional, e denominado de Helmintex. 
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1.3 - OBJETIVO 

 

1.3.1 - OBJETIVO GERAL 

 

Otimizar os métodos de diagnóstico da esquistossomíase mansônica, para uso 

em áreas de carga parasitária extremamente baixa. 

 

1.3.2 - OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

1- Testar a separação por densidade, de ovos de S. mansoni das fezes, através de 

colunas de sacarose. 

2- Produzir anticorpos anti-superfície de ovo de S. mansoni e testá-los em técnica de 

imunoseparação com microesferas magnéticas. 

3- Testar o isolamento, com emprego de partículas paramagnéticas, de ovos de S. 

mansoni utilizando lectinas como ligante na reação.  

4- Padronizar o método Helmintex para detecção de baixas cargas parasitárias. 

5- Avaliar o rendimento do processo de extração de DNA de ovos de S. mansoni. 

6- Avaliar o desempenho da reação da polimerase em cadeia (PCR) como alternativa 

para a visualização dos ovos de S. mansoni após a concentração pelo método 

Helmintex. 
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CAPÍTULO 2 
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2.1 - MATERIAIS E MÉTODOS 

 

2.1.1 – Parasito 

 

O isolado de S. mansoni obtido do foco de transmissão em Esteio tem sido 

mantido em laboratório por meio de passagens em Biomphalaria sp. e camundongos 

Swiss. Os moluscos criados em laboratório para manutenção do ciclo são infectados 

com miracídios provenientes de ovos do parasito liberados pelas fezes e, após algumas 

semanas, são expostos à luz artificial por no mínimo 2 h para liberação de cercárias. As 

cercárias coletadas são usadas para infectar camundongos Swiss. Um lote de 

camundongos é utilizado para manutenção do ciclo e outro, após 45 dias, é sacrificado. 

Dos camundongos que foram sacrificados, o fígado foi retirado e feita digestão para 

obtenção de ovos. 

 

2.1.2 - Digestão de fígado de camundongos infectados 

 

Para obtenção de ovos de S. mansoni foi feita a digestão de fígado de 

camundongos infectados, através do tratamento do órgão em solução de hidróxido de 

potássio 4 %, colocado em banho-maria por 2 h a 46 ºC. Logo depois centrifugado por 3 

minutos a 600 x g. Ao sedimento foi acrescentada 1 mL de solução salina e retiradas 

três alíquotas de 10 L para ser feita estimativa do número total de ovos (Martinez et al, 

2003). Os ovos resultantes foram utilizados para realização de diferentes experimentos 

ao longo do trabalho. 
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2.1.3 - Concentração de ovos de S. mansoni através de coluna de sacarose 

 

 Conjuntos de cinco ovos de S. mansoni, resultantes da digestão de fígado de 

camundongos infectados, foram separados e misturados a 100 L de sedimento de 

fezes humanas não infectadas. Esta suspensão foi colocada em tubos de 15 mL, 

contendo em cada tubo 5 mL de sacarose em diferentes molaridades: 5, 4, 3, 2, 1. Os 

tubos foram centrifugados a 300 x g, por 30 min a 21 ºC. Foi realizada pesquisa do 

sedimento e da camada aquosa acima da sacarose em busca dos ovos.  

 

2.1.4 - Imunização dos coelhos 

 

 Ovos resultantes da digestão de fígado foram utilizados para imunização de 

coelhos, com o objetivo de obter anticorpos anti-superfície do ovo de S. mansoni. Dois 

grupos de coelhos foram utilizados. O primeiro grupo, contém quatro coelhos (1 a 4), e 

em cada um deles, foi administrado diferentes volumes de uma suspensão contendo 

aproximadamente 5.000 ovos inteiros em solução salina: 50 L, 100 L, 200 L, 400 

L. O segundo grupo era constituído de dois coelhos (5 e 6), e para este grupo, 

aproximadamente 90.000 ovos foram tratados com 3 séries de 

congelamento/descongelamento, seguido de sonicação (Vibracell, 70 Watts, 

Connecticut, USA) com quatro ciclos de 2 min à amplitude de 30 %. Após este 

tratamento são obtidos ovos particulados que irão servir de imunizantes para os dois 

coelhos nas seguintes quantidades 100 L e 200 L. 

 A primeira imunização, em todos os casos, foi feita com uma emulsão, preparada 

por meio da mistura da suspensão de ovos e de adjuvante completo de Freund (Gibco, 
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EUA). A cada 15 dias, foi realizada uma nova imunização, onde foi utilizado adjuvante 

incompleto de Freund (Gibco, EUA), até obtenção de reatividade satisfatória. 

 

2.1.5 - Imunofluorescência Indireta para titulação de anticorpos anti-superfície de 

ovo de S. mansoni 

 

 Após 21 dias de cada imunização, foi coletado sangue dos coelhos imunizados e 

de um coelho não imunizado, utilizado como controle negativo, para realização do 

ensaio de imunofluorescência indireta (IFI) verificando a produção dos anticorpos. O 

ensaio foi feito com conjuntos de 20 ovos de S. mansoni, um conjunto incubado a 37ºC 

em câmara úmida por 90 min com soro de coelho não imunizado, e os outros conjuntos 

com soro de cada um dos coelhos imunizados sob as mesmas condições. Após 

incubação, foram lavados com PBS e novamente incubados, agora com anticorpo anti-

IgG de coelho conjugado com fluoresceína (Zymed, San Francisco, USA) também a 37 

ºC em câmara úmida, por 90 min. Logo após, os ovos foram analisados através de 

microscopia de fluorescência. 

 

2.1.6 - Separação Imuno-magnética dos ovos de S. mansoni 

 

 Foram utilizadas microesferas magnéticas Dynal Biotech acopladas a anticorpos 

anti-IgG de coelho, para a separação imuno-magnética dos ovos de S. mansoni, 

segundo um protocolo preliminar.  

 Inicialmente, uma alíquota de 22 L das microesferas foram separadas para o 

experimento, onde se encontra uma quantidade de aproximadamente 6,7 x 108 

microesferas/mL. Isto de acordo com as instruções do fabricante é uma quantidade 
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seguramente suficiente. Antes de sua utilização no experimento, as microesferas 

devem ser lavadas com PBS, para retirar preservantes (azida sódica) e surfactantes, 

evitando qualquer interferência durante o processo. Conjuntos de 25 ovos de S. 

mansoni foram separados e um deles incubado com soro de coelho não imunizado e os 

outros incubados com soro de cada um dos coelhos imunizados. A incubação foi 

realizada em câmara úmida por 1 h a 37ºC. Após a incubação os ovos foram lavados 

com PBS e transferidos para um microtubo contendo microesferas. Logo a seguir, 

incubados novamente por 1 h em agitação rotatória. Após, os microtubos foram 

colocados no magneto (Dynal Biotech) por 3 min e o sobrenadante foi retirado e 

separado em outro microtubo, sendo centrifugado por 2 min a 12 800 x g, a 

temperatura ambiente. O sedimento que fica acoplado ao magneto foi ressuspendido e 

analisado em microscopia óptica, assim como o sobrenadante. 

 

2.1.7 - Separação magnética dos ovos de S. mansoni utilizando lectinas como 

ligante na reação 

 

 Cinco lectinas biotiniladas, selecionadas a partir de uma revisão na literatura 

sobre a composição de carboidratos da superfície do ovo de S. mansoni e respectivas 

lectinas ligantes serão utilizadas na reação de separação magnética dos ovos (Beisler 

et al 1984; Colditz et al 2002; Robjin et al 2005). As lectinas e os respectivos 

carboidratos-alvo são: Triticum vulgaris ((glc NAc)2NeuNAc) (Sigma), Ulex europeaus 

(-L-fucose) (Sigma), Arachis hypogaea (-gal(13)galNAc) (Sigma), Lycopersicum 

esculentum (glcNAc)3 (Sigma), Concavalin A (-man, -glc) (Sigma).  
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 Todas as lectinas foram dissolvidas em 1 mL de tampão para lectina com a 

seguinte composição: 6,057g de TRIS, 8,7g NaCl, 0,203g MgCl2 e 0,111g CaCl2, em pH 

7,6 e acrescentado azida sódica 0,02 % (Rhodes, 1998). Todas em uma concentração 

de 1mg/mL. 

 

2.1.7.1- Titulação e avaliação de eficácia de ligação das lectinas ao ovo de S. 

mansoni 

 

As cinco lectinas biotiniladas foram diluídas nas seguintes concentrações: 5, 10 e 

20 L/mL.  Após separar conjuntos de 100 ovos de S. mansoni em microtubo contendo 

100 L de solução salina, cada conjunto foi incubado com 50 L de cada uma das cinco 

lectinas e em cada uma das concentrações citadas anteriormente. A incubação foi de 1 

h a temperatura ambiente. A seguir os ovos foram lavados com PBS e novamente 

incubados por 1 h a temperatura ambiente em agitador orbital, com 5 L de partículas 

paramagnéticas que contém em sua superfície estreptavidina (Bangs Lab, EUA). Após 

os ovos foram observados ao microscópio para verificar a quantidade de partículas que 

ficaram ligadas na superfície do ovo. Outro experimento foi realizado, inicialmente como 

citado acima, porém ao invés dos ovos serem analisados no microscópio, estes foram 

levados ao magneto, onde o sobrenadante foi retirado e separado, o sedimento 

ressuspendido em PBS, e após, os dois analisados ao microscópio para estimativa do 

número de ovos em cada um. 
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2.1.8 –Processo de concentração de ovos nas fezes em múltiplas etapas e 

isolamento dos ovos por interação com partículas paramagnéticas  

 

 Em 30 g de fezes foram semeados 10 ovos de S. mansoni. As fezes foram 

diluídas em água e filtradas em gaze em um copo cônico. O sobrenadante resultante da 

sedimentação espontânea das fezes foi retirado, acrescentando água novamente. Este 

procedimento foi repetido a cada 1 h, até que o sobrenadante ficasse limpo e claro. O 

sedimento resultante foi passado por um conjunto de 3 peneiras metálicas, de 100, 200 

e 325 malhas por polegada. O material retido na última peneira foi submetido ao 

método de Ritchie (Ritchie, 1948), onde o material acrescido de acetato de etila 1:2 foi 

centrifugado por 3 min a 300 x g em tubo de 15 mL. O restante do sedimento foi 

transferido para um microtubo onde foi adicionado 20 L de partículas paramagnéticas 

e 1 mL de lectina. Como controle negativo, foi incluída uma preparação contendo 

apenas partículas paramagnéticas. O material foi incubado por 30 min em agitador 

orbital e após submetido ao magneto. O sobrenadante foi descartado e o sedimento 

ressupendido e analisado no microscópio em busca dos ovos de S. mansoni. 

 Após o estabelecimento das condições mais adequadas para isolamento de 

ovos, foram realizadas avaliações de eficácia do método (sensibilidade), fazendo-se 

repetidos experimentos de semeadura em 30 g de fezes normais, com variadas 

quantidades de ovos: 3, 7, 10, 20, 30, 40 e 60. 
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2.2 – RESULTADOS 

 

2.2.1- Separação dos ovos de S. mansoni por coluna de sacarose 

 

Os experimentos com diferentes concentrações de sacarose como meio de 

filtração dos ovos de S. mansoni e retenção de material particulado mais leve que o ovo 

(Figura 4), resultaram em desempenhos insatisfatórios tendo em vista o seguinte: 1) a 

preparação menos densa (1M) permitia boa recuperação de ovos, porém o sedimento 

ficava muito sujo b) a preparação mais densa (5M) produzia sedimento limpo, porém 

com reduzida recuperação dos ovos, além da dificuldade extrema de preparação pela 

sua alta viscosidade. 
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Figura 4 – Desempenho de colunas de sacarose de diferentes densidades (de 1M até 

5M) permitindo a passagem de ovos de S. mansoni. Em cada experimento feito em 

triplicata, foram semeados 5 ovos, com a recuperação média de ovos indicada pelas 

colunas e seus rótulos.  
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2.2.2- Imunização dos coelhos e separação imunomagnética dos ovos de S. 

mansoni 

 

 Quando foram utilizados ovos inteiros como imunizante (coelhos 1 a 4), não se 

obteve um soro fortemente reativo. Apenas o coelho 4 apresentou discreta reatividade 

evidenciada na imunofluorescência indireta (IFI). Com este soro foram realizados 

experimentos, com resultados mostrados na Tabela 1. A escolha, a princípio, do 

número de 25 ovos (experimento 1) foi devido à dificuldade de obter ovos em grande 

quantidade. Como inicialmente se observou uma perda grande de ovos, provavelmente 

durante as lavagens, ensaiou-se aumentar o seu número sempre que possível 

(experimentos 2 e 3). Foi observado que o número de ovos no sedimento, e portanto, 

carreado junto com as microesferas, era maior inclusive nas preparações tratadas 

somente com PBS e microesferas. No experimento 3, além do PBS e microesferas, o 

soro negativo também apresentou maior número de ovos no sedimento. 

 Com o emprego da suspensão particulada de ovos, o coelho 5 apresentou fraca 

reatividade (Figura 5 e 6) e este soro (COE 5) passou a ser utilizado nos experimentos 

seguintes representados na Tabela 2. Pode se observar que o uso do COE 5 produz 

uma maior retenção de ovos no sedimento, tanto com o emprego de 22 ou 5 µL da 

suspensão de microesferas. A redução do volume de microesferas para 3 µL não 

produziu resultado satisfatório, já que a maioria dos ovos ficou no sobrenadante. É 

interessante que no experimento 1, ocorre pela primeira vez a indicação de que as 

microesferas por si só parecem ser capazes de promover a separação dos ovos ou co-

migração para o sedimento por ação do magneto, já que nenhum ovo foi encontrado no 

sobrenadante e 15 dentre o total de 25 ovos estavam no sedimento. Este resultado não 
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foi repetido nos experimentos 2 e 3. No experimento 3, a falta de migração dos ovos 

para o sedimento pode ter sido decorrência de volume insuficiente das microesferas. 

 Um fator limitante importante para a utilização de soros policlonais é a 

variabilidade na resposta de cada animal imunizado, o que prejudica a reprodutibilidade 

de testes onde estes anticorpos sejam elementos de ligação entre as microesferas e os 

ovos. 

 

                      

Figura 5- IFI empregando soro Coelho Nº 5,                    Figura 6- IFI empregando soro Coelho  
Imunizado com antígeno particulado de ovo.                     Negativo como anticorpo primário 
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Tabela 1 - Experimentos de separação imuno-magnética de ovos de S. mansoni, 

empregando soro do coelho imunizado número 4 

Soro Coelho Positivo Soro Coelho 

Negativo 

PBS e 

microesferas  

    

Experimento 1  

Sobrenadante 5 0 Nr 

Sedimento  17 6 Nr 

Total de ovos 25 25 Nr 

    

Experimento 2  

Sobrenadante 0 0 2 

Sedimento  33 12 30 

Total de ovos 35 35 35 

    

Experimento 3  

Sobrenadante 6 17 33 

Sedimento  24 36 40 

Total de ovos 100 100 100 

    

Nr: não realizado 
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Tabela 2 – Experimentos de separação imuno-magnética de ovos de Schistosoma 

mansoni, empregando soro do coelho imunizado número 5 

 Soro Coelho  

Positivo 

Soro Coelho 

Negativo 

PBS e   

       Microesferas 

    

Experimento 1 com 22 L de microesferas 

Sobrenadante 5 0 Nr 

Sedimento (esferas) 11 15 Nr 

Total de ovos 25 25 Nr 

    

Experimento 2 com 5 L de microesferas 

Sobrenadante 8 20 18 

Sedimento (esferas) 17 5 7 

Total de ovos 25 25 25 

    

Experimento 3 com 3 L de microesferas 

Sobrenadante 5 11 1 

Sedimento (esferas) 1 7 2 

Total de ovos 25 25 25 

    

Nr: não realizado 

 

 

 



 37 

2.3-  Artigo Científico: 
 

 
DETECTION OF SCHISTOSOMA MANSONI EGGS IN FECES THROUGH THEIR 

INTERACTION WITH PARAMAGNETIC BEADS IN A MAGNETIC FIELD 
 

Candida Fagundes Teixeira, Erli Neuhauss, Renata Ben, Juliano Romanzini, Carlos 
Graeff-Teixeira 

  
 
Este artigo apresenta os resultados relativos aos objetivos específicos 3 e 4: 
 
3- Testar o isolamento, com emprego de partículas paramagnéticas, de ovos de S. 

mansoni utilizando lectinas como ligante na reação.  

4- Padronizar o método Helmintex para detecção de baixas cargas parasitárias 
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CAPÍTULO 3 
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3.1- MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1.1-PCR Convencional segundo Pontes e colaboradores (2002) 

 

Primeiramente foi testada a eficácia de método de detecção de ácidos nucléicos, 

conforme descrito por Pontes e colaboradores (2002). Em síntese, aproximadamente 

100 L de uma suspensão com aproximadamente 2000 ovos de S. mansoni foram 

diluídos em 200 L de tampão ROSE modificado para a extração de DNA. O tampão 

contém 10 mM TRIS, 270 mM EDTA em pH 8,0 e 1% de lauryl sulafto e 1% 

polivinilpirrolidona. A amostra foi levada ao vórtex por 5 min para realizar rompimento 

dos ovos. Após, a amostra foi incubada por 20 min a 95 ºC. A amostra foi levada ao 

gelo por 1 min e centrifugada por 10 min a 8000 x g à temperatura ambiente. Foi 

separado 200 L do sobrenadante, adicionado 500 L de etanol (-20 ºC), 10 L de 

acetato de sódio 3 M (4 ºC) e incubado por 2 h a 70 ºC ou por 12 horas a 20 ºC. O 

sobrenadante foi descartado após centrifugação a 8000 x g por 15 min, e o sedimento 

lavado com etanol 70 %. O sobrenadante foi descartado e o sedimento incubado a 37 

ºC por 15 min, e ressuspendido em 100 L TE (10 mM TRIS e 1 mM EDTA). Como 

controle negativo foi extraído DNA de fígado de camundongo, tendo em vista que ovos 

utilizados na reação são provenientes da digestão deste orgão de camundongos 

infectados. 

Para a amplificação do fragmento de 121 pb do S. mansoni (Hamburguer et al, 

1991), foram utilizados os seguintes primers: direto 5’-GATCTGAATCCGACCAACCG-3’ 

e reverso 5’-ATATTAACGCCCACGCTCTC-3’. Foram utilizados 5 L do DNA em 

mistura de reação com volume final de 50 L, contendo 20 mM TRIS-HCl (pH 8,4), 50 
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mM KCl, 1,5 mM MgCl2, 0,5M de cada primer, 200 M dNTPs e 0,75 U de Taq DNA 

polimerase. A reação foi realizada no termociclador PTC-100 TM Progammable 

Thermal Controller, de acordo com as seguintes condições: 5 min a 95 ºC, 35 ciclos de 

45 seg a 95 ºC, 30 seg a 63 ºC e 2 min a 72 ºC. Após a amplificação, alíquotas de 10 

L do amplicon de 121pb foram aplicadas a gel de agarose 2% em tampão TBE 0,5 x 

(Tris base 89 mM, Ácido bórico 89 mM e EDTA 2 mM)  e submetidas a eletroforese a 

100 V por aproximadamente 1 h. Foi utilizado marcador de tamanho molecular de 100 

pb ladder (Invitrogen). O gel foi corado com brometo de etídio e observado através da 

transiluminação com luz ultravioleta no sistema de fotodocumentação (GelDoc, Bio-

Rad, Hercules, CA, USA) 

 

3.1.2- PCR em Tempo Real (qPCR) segundo Hove e colaboradores (2008) 

 

3.1.2.1- Material Biológico 

 

Para realização dos experimentos da PCR em tempo real foram separados 

diferentes grupos de amostras, conforme descrito abaixo: 

Conjuntos de 1, 10, 20, 40 e 80 ovos de S. mansoni, foram separados através de 

pipetagem, de amostra de fezes de paciente infectado (amostra de paciente não 

identificado, fornecida mediante cooperação com o Programa de Controle de 

Esquistossomose da Secretaria Estadual de Saúde de  Minas Gerais): 

Grupo de Experimentos 1: ovos oriundos de fezes processadas por 

sedimentação espontânea,  e suspensos em água destilada, com objetivo de avaliar a 

eficiência dos protocolos de extração de DNA testados;  
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Grupo de Experimentos 2: ovos oriundos de fezes processadas pelo Helmintex,  

preservadas em formalina 10%, e suspensos em água destilada; 

Grupo de Experimentos 3: ovos oriundos de fezes não preservadas 

processadas pelo Helmintex, e adicionados em suspensão de 200µL de fezes com 2,5 

µL da suspensão estoque de partículas paramagnéticas (Bangs Labs, EUA). 

Grupo de Experimentos 4: 

- 3 conjuntos de 80 ovos adicionados em 30 g de fezes não preservadas e 

processadas por todas as etapas do Helmintex e; 

 - 3 conjuntos de 80 ovos adicionados em 30 g de fezes não preservadas e 

processadas pelo Helmintex, porém sem a adição de partículas paramagnéticas.   

 Amostras de 1000 ovos de S. mansoni foram também separados com a 

finalidade de auxiliar a escolha do melhor protocolo de extração e posteriormente para 

a confecção da curva padrão da estimativa de concentração de DNA que será utilizada 

nas reações da PCR em tempo real. 

 

Controles negativos: 

  

1) amostra de fezes de indivíduo parasitado por Ascaris lumbricoides e 

Enterobius vermicularis (oriunda da sobra dos exames de rotina do Laboratório de 

Parasitologia do Instituto Evandro Chagas – FIOCRUZ RJ); a amostra foi submetida à 

sedimentação espontânea e uma contagem, para estimar a quantidade de ovos 

presente nas fezes. Foram utilizados 200 µL de amostra para a extração;  

2) 50 ovos de Taenia spp. e 50 ovos de Fasciola hepatica, separados de uma 

amostra de uma mistura de amostras de fezes do acervo didático do Laboratório de 

Biologia Parasitária da PUCRS. 
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3.1.2.2- Extração de DNA dos ovos de S. mansoni 
 

Para a extração de DNA dos ovos de S. mansoni foram testados 4 protocolos 

conforme descrito na Tabela 3: 

 

Tabela 3- Descrição dos protocolos de extração de DNA testados 

Protocolo Especificação Fabricante/Referência Sigla 

1 FAST DNA Kit com modificações MP Biomedicals FD 

 

2 

Illustra Tissue and Cell 

GenomicPrep Mini Spin Kit 

 

GE HealthCare 

 

TC 

3 QIAamp DNA Stool Mini Kit Qiagen QG 

 

4 

Pitcher (1989) e Silva (1999) com 

modificações 

 

Oliveira, 2007 

 

OS 

 

Previamente à extração, todos os tubos contendo os ovos foram lavados, através 

de uma rápida centrifugação a 14 000 x g a temperatura ambiente e o excesso de 

sobrenadante foi retirado cuidadosamente para não remover os ovos.  

 

Protocolo 1- FAST DNA® Kit com modificações 

 

Este protocolo foi utilizado segundo instruções do fabricante, porém com 

algumas modificações: 1) no lugar dos tubos ―Lysing Matrix A‖ (contendo uma matriz 

garnet e uma esfera de cerâmica – ¼ de polegada) que são fornecidos junto com o kit, 

foram utilizados os tubos ―Lysing Matrix E‖ (contendo esferas de cerâmica (1,4 mm), 

sílica (0,1 mm) e vidro (4 mm),  que de acordo com o fabricante são utilizados para 
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extração de DNA/RNA de amostras fecais; 2) para a homogeneização da amostra nos 

tubos Lysing Matrix é indicado a utilização do FastPrep® Instrument, porém 

substituímos pela utilização de vórtex na potência máxima por 5 min. 

Inicialmente os ovos foram lavados 3 vezes com PBS/EDTA. Ao final das 

lavagens o sedimento final ressuspendido em PBS foi transferido para os tubos Lysing 

Matrix E. Foram adicionados 20 µL de PVP 10%, 400 µL CLS-VF e 200 µL PPS. Os 

tubos com os sedimentos foram submetidos ao vortéx por 5 min, centrifugados a 14 000 

x g por 10 min a temperatura ambiente, e o sobrenadante transferido para um novo 

microtubo, onde foi adicionado o mesmo volume de Binding Matrix, e misturado por 

inversão. Após uma etapa de incubação por 5 min a temperatura ambiente, os tubos 

foram novamente centrifugados por 1 min a 14 000 x g, e o sobrenadante removido. O 

sedimento final foi ressupendido em 500 µL SEWS-M e submetidos a mais uma etapa 

de centrifugação. O sobrenadante foi descartado e o sedimento contendo o DNA foi 

ressupendido em 100 µL DES. Após incubação por 3 min a temperatura ambiente, o 

sedimento foi centrifugado por 1 min a 14 000 x g e o sobrenadante contendo DNA foi 

transferido cuidadosamente para outro microtubo. O DNA extraído foi armazenado á  

-20ºC. 

 

 Protocolo 2- Illustra Tissue and Cell GenomicPrep Mini Spin Kit (GE Healthcare) 

 

Este protocolo foi realizado de acordo com as instruções do fabricante para 

extração de tecidos de animais, conforme descrito a seguir:  

 Após a etapa de lavagem, os ovos foram ressupendidos em 50 µL de PBS e ao 

sedimento foi adicionado 50 µL da solução de lise 1 e 10 µL de Proteinase K e 

incubados por 1 h a 56ºC. Para a remoção de RNA foi adicionado 5 µL de solução de 



 49 

RNAse A (20 mg/mL) e incubado por 15 min a temperatura ambiente. Após a incubação 

foi adicionado 500 µL da solução de lise 2 e incubado por 10 minutos a temperatura 

ambiente. Cada amostra foi aplicada em tubos coletores contendo uma coluna que 

consiste de uma membrana de sílica que possui afinidade de ligação ao DNA. As 

amostras foram centrifugadas até que toda a amostra passasse pela coluna e o eluato 

foi descartado. O procedimento foi repetido mais uma vez com a adição de 500 µL de 

Solução de Lise 2 e logo após com 500 µL do Tampão de Lavagem. Nesta etapa após 

a coluna estar totalmente seca, ela foi transferida para outro microtubo, onde foi 

adicionado 200 µL de tampão de eluição pré aquecido a 70 ºC, e incubado por 1 min a 

temperatura ambiente. As amostras foram novamente centrifugadas para coletar o DNA 

genômico isolado, que foi armazenado à -20 ºC. 

 

Protocolo 3- QIAamp DNA Stool Mini Kit (Qiagen) 

 

A extração foi realizada de acordo com as instruções do fabricante, seguindo o 

protocolo DNA Isolation from Larger Amounts of Stool e após o Isolation of DNA from 

Stool for Pathogen Detection.  

Inicialmente, foi adicionado 1000 µL do tampão ASL em cada microtubo 

contendo os ovos após a etapa de lavagem, e logo após foram submetidos ao vórtex 

por 1 min. A suspensão foi aquecida a 95 ºC por 5 min em banho-maria, levada ao 

vórtex por 15 seg e submetida a uma etapa de centrifugação a 16 000 x g por 1 min. 

Posteriormente, transferiu-se 1,2 mL do sobrenadante para um novo tubo, descartou-se 

o sedimento e um tablete de Inhibitex foi adicionado a cada tubo, que foram agitados no 

vórtex por 1 min para permitir que os inibidores fossem adsorvidos pela matriz Inhibitex. 

Logo após os tubos foram centrifugados novamente a 16 000 x g por 3 min. Todo o 
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sobrenadante foi transferido para um novo tubo, o sedimento foi submetido a mais uma 

etapa de centrifugação. Em um novo tubo foi adicionado 15 µL da solução de 

proteinase K, 200 µL do sobrenadante obtido da última centrifugação e 200 µL do 

tampão AL, submetidos ao vórtex por 15 segundos e incubado a 70 ºC por 10 min. 

Posteriormente, foi adicionado 400 µL de etanol absoluto (100%) ao tubo contendo o 

lisado, e este foi submetido ao vórtex. Todo o lisado foi transferido para um tubo coletor 

contendo uma coluna que consiste de uma membrana de sílica que possui afinidade de 

ligação ao DNA, e mais uma etapa de centrifugação a 16 000 x g por 1 min foi 

realizada. Em seguida, foram adicionados 500 µL do tampão AW1 e realizada mais 

uma etapa de centrifugação. Logo após, foi adicionado 500 µL do tampão AW2 e mais 

uma centrifugação foi realizada. Todo o eluato foi decartado e 100 µL do tampão AE foi 

adicionado diretamente sobre a coluna, e uma incubação de 1 min a temperatura 

ambiente foi realizada. A última etapa de centrifugação foi de 16.000 x g por 1 min para 

eluição do DNA isolado, que foi armazenado à -20 ºC.  

 

Protocolo 4- segundo Pitcher (1989) e Silva (1999) com modificações 

 

Este protocolo foi baseado no protocolo de extração segundo Pitcher, Saunders 

& Owen (Pitcher, et al1989), com algumas modificações propostas por Silva (Silva, et al 

1999), que neste trabalho, foi a adição de pérolas de vidro na etapa de lise celular, 

sendo as amostras submetidas à lise celular mecânica e química, acreditando que isso 

facilite o rompimento da superfície dos ovos de S. mansoni. Ao final da etapa de 

lavagens, os ovos foram ressupendidos em 500 μL de solução de guanidina 5 M e 

adicionado pérolas de vidro (3 pérolas de 0,1 g). A mistura foi submetida ao vórtex por 5 

min e incubados a temperatura ambiente por 10 min. Após a incubação os microtubos 
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foram resfriados no gelo por 2 min. Foi adicionado 250 μL de acetato de amônio 7,5 M e 

os microtubos homogeneizados por inversão algumas vezes, e novamente resfriados 

em gelo por 10 min. Foram adicionados 500 μL de clorofórmio-álcool isoamílico (24:1 

v/v) e homogeneizados por inversão algumas vezes, seguido de centrifugação a 14 000 

x g por 10 min. A fase aquosa resultante foi transferida para um novo microtubo, onde 

foram acrescentados o mesmo volume de isopropanol, para precipitação do DNA. Os 

microtubos foram homogeneizados por inversão algumas vezes e centrifugados a 3 500 

x g por 2 min. O sobrenadante foi descartado e o sedimento lavado com 1000 μL de 

etanol 70% (v/v) por 3 vezes. Ao final das lavagens, os microtubos contendo DNA 

permaneceram emborcados em papel adsorvente. Após a secagem dos tubos, o DNA 

foi ressuspendido em 50 μL  tampão TE (Tris-EDTA pH 8,0) e armazenado à -20 ºC. 

 

3.1.2.3- PCR em Tempo Real 

 

  A reação de amplificação foi realizada conforme descrito por Hove e 

colaboradores (2008). O fragmento a ser amplificado é de 99 pb, faz parte do gene da 

citocromo c oxidase subunidade 1 (Cox 1), que compõe o genoma mitocondrial do S. 

mansoni (número de acesso no GenBank NC002545). Para amplificação do referido 

alvo, foram utilizados ―primers‖ e sonda (tecnologia TaqMan) conforme descrito na 

Tabela 4. A sonda foi marcada com o fluoróforo FAM na extremidade 5’, e com MGB 

(Mino Groove Binder)  na extremidade 3’.  
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Tabela 4- Sequência de oligonucleotídeos dos ―primers‖ e sonda TaqMan para 

amplificação do gene da Cox 1 

 

Primers e Sonda 

 

       Sequência de Nucleotídeos 

Primer Direto (Smcyt748F) 5’-CCCTGCCAAATGAAGAGAAAAC-3’ 

Primer Reverso (Smcyt847R) 5’-TGGGTGTGGAATTGGTTGAAC-3’ 

Sonda (Smcyt785T) FAM 5’-CCAAAACCAGACCCCTCTCAAATTG-3’ MGB 

 

A qPCR foi realizada em microplacas de 48 cavidades em um volume final de 20 

μL, no qual foi utilizado o Kit Taq Universal Master Mix (Applied Biosystems, Foster City, 

CA). Um volume de 5 μL de DNA foi adicionado a 10 μL do kit, contendo também os 

primers na concentração de 2 μM cada um e a sonda a 2,5 μM. A PCR foi realizada em 

um sistema de PCR quantitativo no termociclador Step One (Applied Biosystems, Foster 

City, CA), onde a reação foi realizada através das seguintes condições: um passo inicial 

de incubação a 50°C por 2 min e 95°C por 15 min, seguida de 50 ciclos de 95°C por 15 

s e 60°C por 1 min. Os dados da fluorescência foram coletados no final de cada ciclo. 

Para cada reação realizada, foi incluído um controle, chamado de branco, com 

ausência de DNA, a fim de verificar a veracidade da amplificação, e nenhum valor de 

cycle threshold (Ct) foi obtido após os 50 ciclos da PCR. 
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3.1.2.4- Curva padrão de concentração de DNA de S. mansoni 

 

A fim de verificar o limite de detecção da reação relativo à concentração de DNA, 

foram realizados experimentos de quantificação relativa, baseado na curva padrão de 

concentração de DNA. O produto das extrações de 1000 ovos de S. mansoni foram 

dosados no Nanodrop Spectophotometer ND 100, para determinação da concentração 

de DNA e posteriormente foi construída a curva padrão, a partir de diluição seriada na 

base 10 (100 ng a 10 fg). 

 

3.1.2.5- PCR Convencional 

 

 Após a extração de DNA das amostras do Grupo 1, foi testado uma PCR 

convencional de cada conjunto de ovos (1, 10, 20, 40 e 80) extraído pelos 4 diferentes 

protocolos de extração. Foram utilizados 10 μM de cada primer, 200 μM.dNTP,2 mM 

MgCl2, 1x tampão, 2,5 U Taq DNA polimerase (Invitrogen) e 3 μL de DNA em uma 

reação com volume final de 50 μL. A reação foi desenvolvida em termociclador 

(Eppendorf Mastercycler Gradient) nas seguintes condições: 5 min a 95 ºC, 30 ciclos de 

30 seg a 94 ºC, 30 seg a 60 ºC e 1 min a 72 ºC. Alíquotas de 10 μL do produto final da 

PCR foram aplicadas em um gel de agarose a 2,0% em tampão TBE 0,5 x (Tris base 89 

mM, Ácido bórico 89 mM e EDTA 2 mM) e submetidas à eletroforese a 100 V por 

aproximadamente 1 h. Foi utilizado marcador de tamanho molecular de 100 pb ladder 
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(Invitrogen). O gel foi corado com brometo de etídio e observado através da 

transiluminação com luz ultravioleta em sistema de fotodocumentação.  

 

3.2 RESULTADOS 

 

3.2.1- PCR Convencional segundo Pontes e colaboradores (2002) 

 

 A PCR convencional segundo Pontes, 2002 foi a primeira reação descrita para 

diagnóstico do S. mansoni em amostra de fezes e soro humanas, por isso, inicialmente 

foi escolhida para testarmos sua eficiência como etapa de detecção de ovos após o 

Helmintex. A amostra de 2000 ovos de S. mansoni foi selecionada, pois serviria como 

um controle positivo para experimentos posteriores com baixas quantidades de ovos. 

Contudo, vários experimentos foram realizados e nenhuma amplificação foi obtida. 

  

3.2.2- PCR em Tempo Real segundo Hove e colaboradores (2008) 

 

3.2.2.1-Resultados do Grupo de Experimentos 1 

Inicialmente foram testados 4 protocolos de extração de DNA, com a finalidade 

de verificar qual deles apresentaria melhor rendimento, tendo em vista a prevista 

dificuldade de liberação de DNA dos ovos de S. mansoni por possuírem uma membrana 

muito robusta e compacta. Além disso, estamos trabalhando com baixas quantidades 

de ovos, por isso é necessário que o processo promova o melhor rendimento possível. 

Com a finalidade de analisarmos o processo de extração em si, as amostras de ovos 
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foram diluídas em água destilada, evitando a interferência de inibidores presentes nas 

fezes.  

A análise foi feita através da comparação dos resultados de Ct (cycle threshold) 

obtido na PCR em tempo real, onde Ct é o ciclo em que a reação cruza o limiar de 

detecção (threshold), ou seja, fase onde a intensidade de sinal de produto amplificado 

ultrapassou a intensidade da fluorescência encontrada no meio, referência passiva 

(ROX) presente no Master Mix. A fluorescência emitida após o limiar serve como um 

indicador da quantidade de amplicons produzida (Heid, et al 1996). As amostras foram 

testadas na concentração obtida após a extração, e diluídas 1:50, a fim de diminuir o 

efeito  de inibidores. 

Os resultados estão representados na Tabela 5, onde podemos observar que o 

protocolo 2 (Illustra Tissue and Cell GenomicPrep Mini Spin Kit) obteve o melhor 

rendimento, com o sucesso da amplificação do gene da Cox 1 de S. mansoni, 

inclusive na amostra de 1 ovo. Quando comparado com os outros 3 protocolos, este 

apresentou os menores valores de Ct e foi positivo em todas as quantidades de ovos 

testadas. 

Para auxiliar na escolha do melhor protocolo de extração, foram realizadas 

extrações com carga parasitária mais alta, com amostras contendo 1000 ovos de S. 

mansoni e adicionados em fezes. A Tabela 6 mostra os valores de Ct obtido em cada 

uma das amostras de 1000 ovos diluídas 1:50. 
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Tabela 5- Cts obtidos na PCR em Tempo Real, a partir da extração de DNA de 

conjuntos de ovos de S. mansoni suspensos em água destilada 

 

Protocolo 

    1 ovo 

S/dil       1:50 

  10 ovos 

  S/ dil        1:50 

  20 ovos 

  S/ dil      1:50 

    40 ovos 

    S/ dil      1:50 

    80 ovos 

     S/ dil      1:50 

 

    1 (FD) 

 

   *            -    

   

      -         33,9 

   

     -           - 

    

         -        33,6 

        

         -        35,0 

    2 (TC) 29,4          -   24,4       27,2   23,8     26,0       22,9     25,1       22,8     24,0 

    3 (QG) 34,5          -       -            -   28,6     30,5       27,0     29,0       25,0     27,3 

    4 (PS) 41,1          -    34,8      35,0     -            -      33,7     35,6       38,9        -       

 * O traço representa Ct indeterminado 
FD: Fast DNA Kit; TC: Illustra Tissue and Cell GenomicPrep Mini Spin Kit; QG: QIAamp 
DNA Stool Mini Kit; PS: Pitcher (1989) e Silva (1999) com modificações.  
 

 

 

 

Tabela 6- Cts obtidos na PCR em Tempo Real, a partir da extração de DNA de 

conjuntos de 1000 ovos de S. mansoni adicionados em sedimento de fezes não 

infectadas  

 
Protocolo Extração 

 
Sigla 

 
Valor Ct 

 

   
1 FD 27,81 

2 TC 26,52 

3  QG 34,29 

4 PS 41,41 

FD: Fast DNA Kit; TC: Illustra Tissue and Cell GenomicPrep Mini Spin Kit; QG: QIAamp 
DNA Stool Mini Kit; PS: Pitcher (1989) e Silva (1999) com modificações.  
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As amostras extraídas pelos Protocolos 1 e 2 foram as que apresentaram os 

melhores rendimentos, por isso foram utilizadas para construção da curva padrão de 

estimativa da concentração de DNA. Apesar de os 2 primeiros protocolos 

apresentarem valores semelhantes de Ct, o Protocolo 2 continua sendo o melhor dos 

quatro. 

A PCR Convencional realizada para cada uma das amostras deste Grupo de 

Experimentos, não apresentou nenhuma amplificação, demonstrando uma já esperada 

maior sensibilidade da PCR em tempo real. 

 

3.2.2.2-Resultados do Grupo de Experimentos 2 

 

Em um primeiro momento, testamos a eficiência do processo de extração, com 

ovos coletados de fezes infectadas que passaram pelo processo de sedimentação 

espontânea, portanto, continham um pequeno sedimento fecal, que era trazido junto 

com os ovos, no momento de coletá-los e transferi-los para um microtubo com água. 

Contudo, eram somente detritos fecais e ovos. Como a finalidade é testar a PCR após o 

Helmintex, partimos para um segundo momento, em que coletamos ovos, nas mesmas 

quantidades testadas anteriormente, porém de fezes processadas pelo Helmintex e 

preservadas em formalina 10%. Estes ovos também foram suspensos em água 

destilada, porém desta vez, além dos resíduos de material fecal, também estão 

presente reagentes utilizados no método parasitológico (acetato de etila e partículas 

paramagnéticas) e o preservante das fezes (formalina). Os 4 protocolos de extração 

foram testados, e para todas as quantidades de ovos foram realizadas 4 extrações.  

Das 4 extrações realizadas pelo Protocolo 2, somente uma amostra de 80 ovos 

apresentou amplificação, com Ct de 34,97. As amostras foram todas testadas com 
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diluições de 1:50, e alguma delas 1:100, pensando em diminuir o efeito de um possível 

inibidor da reação. Todas as 4 extrações com os outros 3 protocolos apresentaram Ct 

indeterminado, tanto para amostras sem diluição e diluídas 1:50.  

As amostras do Grupo 2 apresentaram resultados insatisfatórios para a PCR, 

demonstrando a presença de algum provável inibidor da reação ou do processo de 

extração de DNA, inibindo a amplificação do gene alvo. Porém não sabemos quem 

atuou como inibidor, podendo ser componentes das fezes, assim como algum dos 

reagentes utilizados durante o Helmintex, ou até mesmo o preservante. Apesar disso, 

podemos observar um desempenho, provavelmente melhor, do Protocolo 2 de extração 

em relação aos outros testados, em virtude de ter sido o único a gerar pelo menos um 

resultado positivo. 

 

3.2.2.3-Resultados do Grupo de Experimentos 3 

 

As amostras do Grupo de Experimentos 1 e 2 testadas até o momento foram 

preparadas a partir de ovos (de diferentes origens) e adicionados em água destilada, e 

o processo de extração que apresentou melhor desempenho foi o Protocolo 2. Desta 

forma, este protocolo foi o escolhido para a continuidade dos experimentos.  

Outra observação importante, feita a partir dos resultados anteriores, foi a 

provável presença de algum inibidor nas amostras do Grupo 2. Por isso, o Grupo 3 foi 

composto de amostras com as mesmas quantidades de ovos, porém adicionados em 

200 µL de fezes e partículas paramagnéticas, onde pretendeu-se verificar a eficiência 

da reação na presença de ambos componentes, que estarão sempre presentes em 

quantidades consideráveis após o Helmintex. Foram realizadas 5 extrações de cada 

amostra de 1, 10, 20, 40 e 80 ovos de S. mansoni. 
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Os resultados obtidos estão representados na Tabela 7, e podemos observar 

que todas as quantidades de ovos testadas apresentaram amplificação da Cox 1, 

demonstrando que as fezes e as partículas paramagnéticas não inibem a reação. No 

entanto, quando comparado o resultado destas amostras, com o Grupo 1, que eram 

compostas de ovos em água, o Ct aumentou, provavelmente, resultado de alguma 

interferência com a suspensão contendo complexo conjunto de detritos e partículas. 

O resultado da média do Ct nas diferentes quantidades de ovos testadas foi 

semelhante, não ocorrendo uma diminuição do Ct de pelo menos 1 ciclo à medida que o 

número de ovos aumentava. Isso pode trazer uma dificuldade para realizar uma relação 

entre a quantidade de ovos e o valor de Ct obtido. De acordo com a média de Ct das 

amostras diluídas 1:50, encontramos Ct= 34 para 1 ovo, Ct=33,6 para 20 ovos, Ct= 32,7 

para 40 ovos e Ct= 33,5 para 80 ovos, demonstrando que em amostras de 80 ovos para 

baixo, o Ct médio foi  de 33,45. Isso também ocorreu em amostras contendo uma maior 

quantidade de ovos, com Ct= 28,1 para 500 ovos (1:50), Ct= 26,5 para 1000 ovos (1:50) 

e Ct= 26,2 para 2000 ovos (1:50). O que esperava-se era que o valor de Ct diminuísse 

de maneira linear, a medida que aumentasse a quantidade de DNA alvo. (Heid et al, 

1996). De acordo com os resultados observamos valores muito próximos do Ct, tanto 

para as baixas quantidades de ovos, quanto para as amostras de 1000 e 2000 ovos. 

Apesar dessa dificuldade, relação Ct versus quantidade ovos, a PCR mostrou-se positiva 

para todas as quantidades de ovos, mesmo na presença de fezes, inclusive em amostras 

contendo 1 ovo.  

Foram realizadas 5 extrações de cada conjunto de ovos, onde esperava-se 

verificar a reprodutibilidade de todo o processo, ou seja, extração e amplificação do DNA. 

Observamos que a reprodutibilidade não foi linear, pois encontramos 100% de 
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positividade para os conjuntos de 10, 40 e 80 ovos de S. mansoni, com uma diminuição 

para 40% do conjunto de 20 ovos, conforme podemos ver na Tabela 7. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabela 7- Cts obtidos na PCR em Tempo Real, a partir da extração de DNA de ovos de 

S. mansoni em suspensão de 200µL de fezes com 2,5 µL de partículas paramagnéticas 

 

Extração 

    1 ovo 

  S/dil     1:50 

  10 ovos 

  S/ dil      1:50 

  20 ovos 

  S/ dil      1:50 

   40 ovos 

   S/ dil      1:50 

     80 ovos 

   S/dil      1:50 

1ª 43,9     33,2 35,9     36,7 31,8     32,8  31,1     32,5    28,1     31,9 

2ª 34,5     34,8 31,9     33,8 30,7     34,5   33,3     32,1    29,3     33,8 

3ª    -           - 38,2     38,4     -           -   35,6     33,5    30,3     32,4 

4ª    -           -    -       36,4     -            -   40,9     32,5    31,9     35,9       

5ª    -           -                   -       39,7     -            -        -       32,9    35,7        - 

Média 39,2     34,0   35,3      37,0    31,3     33,6      35,3     32,7    31,0     33,5   

 
 Reprodutibilidade     40%                 100%                 40%                  100%               100%           

* O traço representa Ct indeterminado 



 61 

3.2.2.4-Resultados do Grupo de Experimentos 4 

 

O Grupo 4 foi formado por amostras oriundas do Helmintex, onde 3 repetições 

eram compostas de todas as etapas do Helmintex, e outras 3 processadas pelo 

Helmintex, porém sem a adição de microesferas magnéticas. A finalidade foi verificar se 

a presença delas promove alguma influência no resultado da reação da PCR. A 

comparação foi realizada em amostras contendo 80 ovos, em virtude de ser a amostra 

com maior número de ovos, onde estima-se haver uma melhor reprodutibilidade, desta 

forma, podendo avaliar melhor os resultados da PCR.   

A Tabela 8 apresenta os resultados, e o que podemos observar é que as 

amostras diluídas apresentaram melhores resultados quando comparadas com as 

amostras sem diluição, que por sua vez apresentaram Cts muito alto, e a maioria (4/6) 

foram negativas. Analisando o resultado das amostras diluídas, observamos que aquelas 

que não apresentavam a última etapa do Helmintex, ou seja, sem microesferas 

magnéticas, obtiveram positividade nas 3 amostras testadas. No entanto o Ct médio foi 

de 34,46 ± 1,14, com ambos valores de Ct e desvio padrão mais altos do que aqueles 

obtidos para as amostras oriundas do Helmintex completo (31,53 ± 0,93). Apesar destas 

amostras apresentarem 1 resultado negativo, elas indicam que as microesferas 

magnéticas não promovem a inibição da reação. Inclusive podem demonstrar que a 

utilização da última etapa do método do Helmintex promove mais um passo de limpeza 

do material fecal, diminuindo o efeito de inibidores presente nas fezes, conforme indicado 

pela diminuição do valor do Ct. 
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Tabela 8- Cts obtidos na PCR em Tempo Real, a partir da extração de DNA de 80 ovos 

adicionados em amostras processadas pelo Helmintex, com e sem a adição de 

partículas paramagnéticas 

Extração 80 ovos  

(Helmintex Completo) 

    

            S/dil                  1:50 

80 ovos (Helmintex s/ partículas 

paramagnéticas) 

             

               S/dil                 1:50 

1ª             -                   32,2               38,8                 37,0 

2ª             -                   30,9                -                    35,4  

3ª           41,0                 -                -                    30,9 

Média             -              31,53 (± 0,93)                                                                                       34,46(± 1,14)                                                         

* O traço representa Ct indeterminado 

 

3.2.2.5- Determinação da Especificidade 

 

Para avaliação da especifidade, foram testados DNA de ovos de Ascaris lumbricoides, 

Enterobius vermicularis, Taenia spp. e Fasciola hepatica. Todas estas foram testadas 

nos 4 Grupos de Experimentos, e a amplificação do DNA de S. mansoni não foi 

detectado em nenhuma delas. 

 

3.2.2.6- Determinação da Curva Padrão da Concentração de DNA 

 

  As amostras de 1000 ovos de S. mansoni, extraídas pelos Protocolos 1 e 2 foram 

dosadas e a partir da concentração resultante foram preparadas diluições nas 

concentrações de 100 ng, 10 ng, 1 ng, 100 pg, 10 pg, 1 pg, 100 fg e 10 fg, (que 
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correspondem respectivamente a 108, 107, 106, 105, 104, 103, 102 e 101 fg), com a 

finalidade de verificarmos o limite de detecção da reação. Vários experimentos foram 

realizados, totalizando aproximadamente 30 repetições, e os resultados estão 

sumarizados na Tabela 8. As concentrações de 108, 102 e 101 fg apresentaram Ct 

indeterminado em todas as repetições, e o Ct médio encontrado para as outras 

concentrações encontram-se na Tabela 9, assim como o desvio padrão e a 

reprodutibilidade de cada concentração. Como podemos observar, a reação apresentou 

um limite de detecção entre a faixa de 10 ng a 1 pg. Porém se analisarmos a 

reprodutibilidade da reação, observamos que a medida que a concentração de DNA 

diminui, esta também diminui, inclusive com um grande declínio da concentração de 10 

pg para 1 pg. Além disso, o desvio padrão aumenta a medida que a concentração de 

DNA diminui, corroborando com a hipótese da diminuição da reprodutibilidade.    

 

 

Tabela 9- Concentração de DNA e os respectivo valores de Cts 

Concentração DNA (fg) Ct Médio (Desvio Padrão) Reprodutibilidade 

108 - - 

107
 24,03 (±0,68) 100% 

106
 27,24 (±0,74) 100% 

105
 31,89 (±1,97) 100% 

104
 36,04 (±2,53) 72,4% 

103
 38,19 (±3,29) 13,8% 

102
 - - 

101
 - - 

* O traço representa Ct indeterminado 
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4. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

No Brasil, a esquistossomíase mansônica ocorre em vasta área endêmica, que 

se estende do Maranhão até Minas Gerais, também apresentando focos isolados no 

Distrito Federal e nos estados do Pará, Piauí, Goiás, Rio de Janeiro, São Paulo, 

Paraná, Santa Catarina e Rio Grande do Sul (Ministério da Saúde, 2010). A Secretaria 

de Vigilância em Saúde, do Ministério da Saúde dirige o Programa de Controle da 

Esquistossomose (PCE), que resumidamente tem como objetivos reduzir a ocorrência 

de formas graves e óbitos, reduzir a prevalência de infecção em áreas endêmicas, 

eliminar a transmissão em áreas isoladas de baixa intensidade de infecção e reduzir a 

expansão geográfica da infecção. Porém de acordo com a Organização Mundial da 

Saúde, várias dificuldades são encontradas para a execução de tal controle, e entre 

elas encontra-se a sensibilidade insuficiente dos métodos de diagnósticos (WHO, 

2009). A existência de um método sensível é essencial para promover a identificação 

de indivíduos com baixa intensidade de infecção, que encontram-se presentes tanto em 

áreas de focos isolados, como o município de Esteio, quanto em áreas endêmicas, que 

após medidas de controle, apresentam redução da prevalência e intensidade da 

infecção.       

O método de Kato-Katz (KK) ainda é a metodologia coproparasitológica de 

escolha para o diagnóstico de S. mansoni, apresentando as vantagens de ser uma 

técnica de baixo custo, quantitativa e de procedimento simples, adequando-se bem em 

áreas endêmicas clássicas (Doenhoff et al, 2004). Contudo, é bem conhecido o fato que 

o KK apresenta sensibilidade insuficiente para o diagnóstico em áreas de baixa 

endemicidade, e em indivíduos com baixa intensidade de infecção (Pontes et al, 2002; 

Enk et al, 2008; Jurberg et al, 2008; Yu et al, 2007; Coelho et al, 2009). A pequena 
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quantidade de fezes analisada pelo método (aproximadamente 42 mg) talvez explique 

porque a técnica tem baixa sensibilidade para a detecção dos ovos, pois eles estão 

presentes em baixa freqüência ou podem apresentar-se altamente agrupados no 

material fecal (Glinz et al, 2010). Baseado nesta hipótese, não somente o KK, mas 

todas as outras técnicas para diagnóstico de S. mansoni que utilizam pequenas 

quantidades de fezes irão apresentar o mesmo problema, de baixa sensibilidade.   

Em virtude da necessidade de uma metodologia sensível e da tentativa de 

contornar a problemática do uso de pequenas quantidades de amostra fecal, foi que 

padronizamos o método de diagnóstico denominado Helmintex. Esta metodologia 

consiste de múltiplas etapas de concentração de ovos de S. mansoni em grandes 

quantidades de fezes (aproximadamente 30 g). Originalmente a detecção dos ovos no 

final de todo o processo é realizada através de visualização microscópica, onde é feita 

contagem dos ovos recuperados, podendo ser realizada a estimativa do número de 

ovos por grama de fezes (opg), conferindo ao método a vantagem de ser quantitativo. 

A visualização microscópica utilizada como método de detecção apresenta a 

vantagem de ser uma técnica barata e conferir excelente especificidade, principalmente 

quando realizada por microscopistas experientes. Porém consome tempo e muitos ovos 

podem passar desapercebidos, mesmo por indivíduos bem treinados (Turner, et al 

2004). No caso do Helmintex, a sensibilidade foi estimada como 100% para 

quantidades decrescentes de ovos até o limite de 1,34 opg. No entanto a 

inconveniência é relacionada ao tempo gasto para realização do diagnóstico, pois o 

processamento de uma amostra gera em torno de 10 a 15 lâminas. Isso se torna 

problemático principalmente em casos de inquéritos parasitológicos, conforme 

vivenciado pela equipe do Laboratório de Biologia Parasitária, ao realizar o estudo 

populacional no município de Bandeirantes no estado do Paraná, onde o método foi 
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aplicado em aproximadamente 300 amostras (dados não publicados). Por isso, esforços 

rumo a uma nova alternativa para detecção dos ovos foram realizados, determinando a 

segunda etapa desse trabalho.  

A primeira alternativa foi testar a aplicação da técnica de quimioluminescência 

para visualização dos ovos. Inicialmente, a idéia era promover a ligação de 

glicoproteínas presente na superfície dos ovos em lectinas biotinilidadas, por 

conseguinte seria adicionado estreptavidina acoplada a peroxidase, e a detecção 

promovida através da quimioluminescência. Após a realização de alguns experimentos, 

foi observado que a presença de lectinas como ligante intermediário entre os ovos e a 

estreptavidina/peroxidase não era necessária. A partir de então novos experimentos 

foram realizados, porém a dificuldade de remoção de estreptavidina-peroxidase livre 

não permitiu um sistema com especificidade razoável. Além disso, pensou-se que no 

momento de testarmos esta técnica na presença de fezes, as dificuldades aumentariam 

muito. Por isso, como o objetivo deste trabalho desde o início foi a padronização de um 

método de diagnóstico, partimos para uma nova alternativa, a reação da polimerase em 

cadeia, para detectar a presença dos ovos através da demonstração da presença do 

DNA nos sedimentos produzidos pelo Helmintex. Apesar dos experimentos de 

quimioluminescência não apresentarem sucesso como método de diagnóstico, novas 

abordagens estão em curso pelo Grupo de Parasitologia da PUCRS, a fim de verificar a 

hipótese da afinidade da estreptavidina aos ovos de S. mansoni e a possibilidade de 

haver moléculas biotina-símiles na superfície dos ovos.  

A técnica da PCR promove o diagnóstico de diversas doenças infecciosas e na 

maioria das vezes com uma ótima sensibilidade. Além disso, vários pesquisadores no 

momento que tomavam conhecimento do Helmintex e do tempo gasto para se fazer o 

diagnóstico através da leitura ao microscópio, indicavam a PCR como alternativa de 
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detecção, através da amplificação do DNA do parasito. Outra vantagem é que ela 

permite a detecção de várias amostras ao mesmo tempo, proporcionando automação. 

Em virtude dos motivos supracitados a PCR foi escolhida como método de detecção. 

Ao iniciarmos os experimentos com a metodologia molecular, testamos a PCR 

convencional (Pontes et al, 2002), que foi a primeira padronizada para detecção de 

DNA de S. mansoni nas fezes. Porém nenhuma das amostras testadas foi amplificada, 

mesmo trabalhando com grandes quantidades de ovos diluídos em água destilada. Por 

isso, ao partirmos para a segunda tentativa de amplificação do DNA de S. mansoni, 

optamos por uma metodologia mais sensível, a PCR em tempo real, em virtude do 

objetivo deste trabalho ser a detecção de baixas quantidades de DNA do parasito.  

Ao escolhermos a técnica da PCR, sabíamos que esta reação apresentaria 

vários fatores que poderiam gerar a falha da amplificação. Entre eles podemos citar 

erros de pipetagem, funcionamento indevido do termociclador e inibição da enzima Taq 

DNA polimerase por reagentes utilizados no processo de extração do DNA. Além disso, 

as fezes constituem um material com uma diversidade de substâncias que podem atuar 

como inibidoras, como resíduos alimentares, DNA da flora bacteriana intestinal e até 

mesmo DNA humano. As principais substâncias conhecidas por atuarem como 

inibidoras são: sais biliares, bilirrubina, polissacarídeos, lipídeos, grupo heme, 

componentes fenólicos e etc. (Wilson et al, 1997; Monteiro et al, 1997; Vanderberg et al, 

2002). Por isso, pode-se dizer que um processo de extração de DNA de uma amostra 

de fezes é eficiente quando promove a liberação do DNA do parasito, seja de oocistos, 

cistos ou ovos e remove a maior quantidade possível de substâncias inibidoras (Silva et 

al, 1999). 

 Sabendo de tudo isso e que o material a ser extraído são ovos do parasito, 

decidimos avaliar 4 protocolos de extração. Analisando os resultados obtidos dos 
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Grupos de Experimentos 1 a 3, verificamos que o protocolo 2 (kit de extração comercial 

da GEHealthcare, Illustra Tissue and Cell GenomicPrep Mini Spin Kit) foi o que 

apresentou melhores resultados. Se observarmos o resultado do Ct da extração de 

DNA de 1000 ovos, o protocolo 1 (Fast DNA Kit com modificações) apresentou um 

rendimento similar. Porém ao analisarmos os resultados das amostras contendo baixas 

quantidades de ovos, protocolo 1 apresentou um declínio no seu rendimento. Além de 

apresentar o melhor rendimento, o protocolo 2 destacou-se entre os demais kit’s 

comerciais, por apresentar o menor custo (aproximadamente R$ 9,00 por amostra), 

enquanto que os protocolos 1 e 3 o investimento foi de aproximadamente R$ 30,00 e 

R$ 15,00 respectivamente. Ainda apresentou a vantagem de consumir o menor tempo 

durante o processo de extração. Desta forma, nas condições testadas nesse trabalho, o 

protocolo 2 apresentou ser o melhor e mais adequado para a extração de DNA de ovos 

de S. mansoni em amostras de fezes. 

A PCR em tempo real apresentou resultados satisfatórios para amplificação de 

DNA de S. mansoni, inclusive em amostras de fezes contendo somente 1 ovo. Porém, a 

partir dos resultados obtidos, onde os valores de Ct foram muito próximos para 

diferentes quantidades de ovos, não podemos considerar o caráter quantitativo da PCR. 

Podemos observar isso nas amostras de 1000 e 2000 ovos, que obtiveram Cts de 26,5 

e 26,2 respectivamente, e nas amostras de 1 e 80 ovos, com valores de Cts de 34 e 

33,5 respectivamente. Sabemos que o Ct diminui ou aumenta 1 ciclo a medida que o 

número de cópias iniciais é o dobro ou a metade (Heid et al, 1996) contudo nesse 

trabalho estamos trabalhando com amostras contendo ovos e não sabemos quantas 

cópias do gene alvo estão presentes em 1 ovo. Ou seja, estamos trabalhando com uma 

quantificação relativa, através da análise comparativa de Cts das amostras, gerando 

resultados relativos. Talvez seja uma explicação para o fato mencionado acima, e que 
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uma quantificação absoluta com a determinação do número de cópias, resultaria em 

Cts mais proporcionais a quantidade de DNA inicial.  

Apesar da PCR em tempo real aqui testada não caracterizar-se como 

quantitativa, ela mostrou-se útil como método de detecção dos ovos, inclusive 

apresentando um limite de detecção de 1 pg de DNA de S. mansoni, porém com uma 

reprodutibilidade baixa, de 13,8%. Se considerarmos 100% de reprodutibilidade, a 

reação apresentou um limite na faixa de 10 ng a 100 pg de DNA.  

Vale ressaltar ainda que ao compararmos os resultados do Grupo de 

Experimentos 1 e 3, o valor do Ct aumentou, provavelmente em virtude da presença de 

inibidores na amostra de fezes, que o Grupo 1 não apresentava. Por isso, a importância 

da aplicação de um método de concentração dos ovos anteriormente a PCR, que além 

de promover a concentração também auxilia na limpeza do material fecal, diminuindo o 

efeito dos inibidores, conforme visto nos resultados do Grupo 4 que apresentaram Ct 

menor para as amostras processadas por todas etapas do Helmintex.   

 Nos dias atuais, metodologias para detecção de DNA livre de célula estão em 

evidência, inclusive para detecção de S. mansoni, com reações padronizadas para 

detecção em amostras de plasma e urina (Enk et al, 2010; Kato-Hayashi et al, 2010; 

Wichmann et al, 2009). No entanto, ainda não se sabe qual o limite de detecção 

baseado na carga parasitária dos indivíduos infectados. Os trabalhos acima mencionam 

que são capazes de detectar DNA logo no início da infecção, porém não mencionam a 

intensidade de infecção e carga parasitária. Podendo estar novamente em frente ao 

problema da sensibilidade em situações de baixa carga parasitária.  

A PCR é uma reação comprovadamente sensível, porém se considerarmos que 

amostras com baixa carga parasitária os ovos estão presentes em baixa freqüência ou 

apresentam-se altamente agrupados no material fecal (Glinz et al, 2010) nos 
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deparamos com o mesmo problema dos métodos parasitológicos, ou seja, a pouca 

quantidade de amostra utilizada para a reação. Por isso, para adequarmos a 

sensibilidade da PCR nestas situações, se faz necessário a aplicação de um método de 

concentração que utilize grande quantidade de fezes, assim como o Helmintex. 

 Os resultados obtidos ao longo de todo este trabalho demonstram que este novo 

método de diagnóstico denominado Helmintex, apresenta ótima sensibilidade, até então 

nunca vista para métodos coproparasitológicos. Porém este método não irá substituir 

métodos clássicos, como o Kato-Katz, que apresenta as vantagens de ser uma técnica 

barata, fácil e quantitativa. A proposta é que com amostras negativas para Kato-Katz, 

com suspeita epidemiológica ou com sorologia positiva seja indicado um método mais 

sensível, como o Helmintex. 

 Ficou também bem demonstrado que o Helmintex é um método de 

concentração, e que a detecção dos ovos pode ser realizada por visualização 

microscópica ou pela amplificação do DNA do parasito pela PCR. Após analisar cada 

um dos métodos de detecção, pode-se dizer que ambos apresentam vantagens e 

desvantagens. A microscopia tem a vantagem de ser específica e quantitativa, porém 

necessita de pessoal experiente e o maior inconveniente é o tempo gasto para leitura 

de todo o sedimento fecal. A PCR apresenta como principal vantagem a possibilidade 

de analisar várias amostras ao mesmo tempo e de maneira mais rápida que a 

microscopia. Ë uma técnica sensível, porém apresenta algumas desvantagens: 1) a 

impossibilidade de calcular o numero de opg, sendo, portanto, uma técnica qualitativa; 

2) o aumento do custo para realização de todo o diagnóstico, visto que a etapa de 

concentração feita pelo Helmintex também não é barata. 

O novo método de diagnóstico descrito neste trabalho pode trazer melhorias no 

diagnóstico da esquistossomíase, principalmente em situações de baixa carga 
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parasitária dos indivíduos infectados. Além disso, apesar da PCR  necessitar de novos 

experimentos para melhor avaliarmos seu desempenho, temos a opção de escolha 

entre dois métodos de detecção (visualização microscópica e PCR), após a aplicação 

de um método de concentração de ovos nas fezes, o Helmintex. Para tal escolha 

devemos analisar qual deles irá se adequar melhor à situação em que desejamos 

diagnosticar a infecção causada pelo S. mansoni, levando em consideração as 

vantagens e desvantagens de cada um.       
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