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Resumo

O diagndstico definitivo da estrongiloidiase é realizado pela pesquisa de larvas nas fezes, utilizando-se principalmente
o método de Baermann-Moraes, apesar da cultura em placa de 4gar (CPA) apresentar maior sensibilidade. Além da
finalidade diagndstica, a CPA pode ser utilizada no cultivo das larvas de Strongyloides stercoralis para a produgdo de
antigenos. Entretanto, as fezes tém muito detritos de alimentos e bactérias, o que prejudica a separagdo das larvas em
uma suspensdo limpa. O objetivo deste trabalho foi aperfeigoar o protocolo da recuperacdo das larvas filarioides de S.
stercoralis das culturas em placas de dgar, comparando trés métodos: (a) a lavagem das superficies das placas de dgar
com tampado fosfato-salina e (b) o método de Baermann-Moraes de todo o material contido nas placas (fezes e agar) ou
(c) somente com as fezes retiradas das placas, apds o periodo de incubagdo das culturas. Além disso, foi avaliada a
recuperagdo de larvas filariodes de culturas contendo estreptomicina e anfotericina. O procedimento de lavagem manual
das superficies das placas recuperou um numero maior de larvas, quando comparado com os outros dois métodos (P
<0,05, Teste t). O tempo ideal de incubagdo das culturas para a recuperagdo das larvas foram os trés primeiros dias de
incubagdo (P <0,05), enquanto que a maior quantidade de vermes adultos foi observada no quarto dia, porém sem
significancia estatistica. A adigdo de antibidtico e antifingico ao meio de cultura forneceu uma quantidade de larvas
significativamente superior aquela das placas controle (P <0,05), sugerindo uma inibicdo parcial do desenvolvimento in
vitro do S. stercoralis por bactérias e/ou fungos.

Palavras-chave: Strongyloides stercoralis. Estrongiloidiasees. Meios de Cultura.

Abstract

The definitive diagnosis of strongyloidiasis is performed by searching larvae in the feces, using mainly the method of
Baermann-Moraes, despite the higher sensitivity of agar plate culture (APC). In addition to the diagnostic purpose, the
APC can be used for cultivation of the Strongyloides stercoralis larvae to produce antigens. However, the stools have many
food debris and bacteria, which hamper the separation of larvae in a clean suspension. The objective of this study was
to improve the protocol of S. stercoralis infective larvae recovery from APC, by comparing three methods: (a) the washing
of the agar plate surfaces with phosphate-buffered saline and (b) the method of Baermann-Moraes of the entire material
of the plates (feces and agar) or (c) only with the feces removed from the plates, after the incubation period. Moreover,
the recovery of the filarioid larvae from cultures containing streptomycin and amphotericin was evaluated. The procedure
for manual washing of the plates surfaces recovered a greater number of larvae compared to the other two methods (P
<0.05, t test). The optimal time of cultures incubation for the recovery of larvae was the first three days (P <0.05), while
a higher number of adult worms was observed by the fourth day, although not statically significant (P >0.05). The addition
of antibiotic and antifungal to the cultures medium provided a significantly higher number of larvae, when compared to
the control plates (P <0.05), suggesting a partial inhibition of the in vitro development of S. stercoralis by bacteria and/or
fungi.

Keywords: Strongyloides stercoralis. Strongyloidiasis. Culture Media.

1 INTRODUGCAO

O Strongyloides stercoralis é um nematddeo
classificado na ordem Rhabditida, familia Strongyloididae
e género Strongyloides. Nesse género, estdo incluidas 52
espécies que sdo parasitos intestinais obrigatdrios de
muitos animais vertebrados, incluindo mamiferos, aves,
répteis e anfibios (Campos et al. 2002). Estima-se que
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em torno de 35 milhdes de pessoas, em todo mundo,
estejam infectadas, com prevaléncias mais elevadas
nas regibes tropicais e subtropicais (KOTHBARY; MUSKIE;
MATBUR, 1999; DE BONA; BASSO, 2008; OLSEN et al., 2009).

A infeccdo pelo S. stercoralis, em individuos
imunocompetentes, geralmente cursa sem sintomas.
No entanto, em individuos com a imunidade
comprometida, a infec¢do pode ser fatal, devido a
hiperinfeccdo e a dissemina¢do da doenga (KEISER;
NUTMAN, 2004). O diagndstico definitivo é realizado pela
pesquisa das larvas nas fezes, utilizando-se o método
de Baermann-Moraes. No entanto, a liberagdo das
larvas de maneira intermitente torna esse método
pouco sensivel (DE KAMINSKY, 1993). O desenvolvimento
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de testes mais sensiveis é de grande importancia para
auxiliar no  diagndstico da  estrongiloidiase,
principalmente nos pacientes mais susceptiveis a
hiperinfec¢do e a disseminag¢do da doenga. Os métodos
imunoldgicos tém sido pouco utilizados para o
diagndstico da estrongiloidiase, devido as dificuldades
na produgdo e padronizacdo de antigenos,
principalmente a partir de larvas filarioides de S.
stercoralis, pois depende da identificacdo de pacientes
com hiperinfec¢do. Além do mais, a presenga de
bactérias e fungos nas fezes pode interferir na
qualidade do antigeno. Outra caracteristica dos
antigenos brutos, utilizados para imunodiagndstico, é
a presenca de reacgdes cruzadas de IgG entre esses
antigenos e antigenos de outros helmintos,
principalmente em regiGes endémicas.

Para elevar a eficacia do diagndstico imunoldgico
das helmintiases, alguns estudos tém utilizado
antigenos sollveis excretados ou secretados, fragdes
glicoproteicas de diversos helmintos, além de antigenos
recombinantes (RAVI et al., 2002; PAWLOWSKI et al., 2005b;
NEVES et al., 2008; DEMERDASH et al., 2011; SYKES et al.,
2011). Em um estudo realizado em nosso laboratoério, a
oxidacdo dos epitopos glicosilados pelo metaperiodato
de sédio demonstrou que os carboidratos do antigeno
de S. stercoralis sdo importantes para o reconhecimento
de anticorpos das classes de IgG e IgE (INES et al., 2011).
Varios estudos vém utilizando Strongyloides venezuelensis
(RODRIGUES; VICENTE; GOMES, 1985) e S. ratti
(SANDGROUD, 1925) como modelos experimentais para
a produgdo de antigenos, devido as suas similaridades
antigénicas com o S. stercoralis. A utilizagdo desses
modelos permite a obtengdo de grandes quantidades
de larvas filarioides para a produc¢do de antigenos e
ndo representa risco para seus manipuladores (SATO et
al., 1990; TAKAMURE, 1995; BAEK et al., 2003; FERREIRA et
al., 2007). Por outro lado, os imunoensaios com antigeno
de S. stercoralis apresentam maior sensibilidade e
especificidade (CONWAY et al., 1993).

Dessa forma, a modificagdo de protocolos para
melhorar a obtengdo de larvas filarioides de S. Stercoralis,
tanto de modo qualitativo quanto quantitavo, é de
grande relevancia para a obtencgdo de antigenos mais
purificados, o que, consequentemente, pode elevar a
sensibilidade e a especificidade dos ensaios imunolo-
gicos para diagndstico da infecgdo por S. stercoralis.

Este trabalho teve como objetivo aperfeigoar o
protocolo da recuperagdo das larvas de S. stercoralis das
culturas em placas de agar, comparando trés métodos:
a) a lavagem das superficies das placas com tampao
fosfato-salina; b) método de Baermann-Moraes de todo
o material contido nas placas (fezes e agar); ¢) método
de Baermann-Moraes somente das fezes retiradas das
placas, apds o periodo de incubagdo.

2 MATERIAIS E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no
Laboratério de Parasitologia da Faculdade de Farmacia,
da Universidade Federal da Bahia,para avaliar novos
protocolos para recuperagdo das larvas de acordo com
os itens descritos abaixo.

2.1 Cultura em placas de agar

As amostras fecais de pacientes hiperinfectados
com S. stercoralis foram semeadas em placas de &gar,
segundo Arakaki e colaboradores (1990).
Resumidamente, a cada placa de Petri (diametro de 8,5
cm e profundidade de 1,5 cm) foram adicionados 5 ml
do meio de cultivo estéril com 1,5% de agar nutriente,
1% de extrato de bife, 1% de peptona e 5% de cloreto de
sodio. Posteriormente, 3g de fezes foram semeadas no
centro de cada placa. As placas foram seladas com fita
adesiva, para evitar a saida das larvas filarioides (KOGA
et al.,, 1991) e incubadas a 32°C durante 5 dias.

2.2 Recuperagdo das larvas filarioides do cultivo em
placa de agar

As larvas foram cultivadas em placas de agar,
como descrito no item 2.1, e recuperadas através de
trés protocolos: 1) a partir da lavagem das superficies
das placas com tampdo fosfato-salina 0,15M, pH 7,2
(PBS); 2) utilizando-se o método de Baermann-Moraes
de todo o material contido nas placas (fezes e agar); 3)
utilizando-se somente as fezes retiradas das placas,
através do método de Baermann-Moraes. ApoOs
recuperacgdo, as larvas foram lavadas 5 vezes com PBS,
por centrifugagbes a 1200g por 7 min, a 42C. Os
sedimentos com as larvas foram ressuspensos em 15
ml de hipoclorito de sédio a 0,25% e incubados em
temperatura ambiente por 5 minutos. Apds a incubagdo,
os parasitos (larvas e vermes adultos) foram lavados
por mais 5 vezes, como na etapa anterior, e quantificados
através da microscopia éptica, em camara de Neubauer.

2.3 Avaliagao do crescimento das larvas de
S.stercoralis na presenca de antiftiingico e antibidtico
A avaliagdo do crescimento das larvas foi
realizada pela semeadura de fezes de um paciente com
infec¢do com S. stercoralis em 10 culturas em placas de
adgar, com sulfato de estreptomicina (100 upg/mL) e
anfotericina B (0,25 upg/mL). Para controle, foram
utilizadas 10 placas com meio base, sem antibidtico e
antifungico. Apds a semeadura, as culturas foram
processadas segundo o item 2.1 e a recuperagdo das
larvas foi realizada utilizando o método de lavagem da
superficie das placas.

2.4 Resultados

Para a realizagdo do imunodiagndstico da
estrongiloidiase, a produgdo de um antigeno mais puro
e em quantidade suficiente para realizagdo dos ensaios
é indispensavel para obtengdo de resultados confia-
veis. Neste trabalho, foram investigados diferen-tes
métodos de recuperagdo das larvas filarioides de S.
Stercoralis, visando a produg¢do de antigeno. O
procedimento de lavagem manual com pipeta Pasteur
foi o método que recuperou o maior nimero de larvas,
quando comparado com a recuperagdo das larvas,
utilizando-se o método de Baermann-Moraes de todo o
material contido nas placas (gel e fezes) ou somente
das fezes retiradas das culturas (P < 0,05, Teste t) (Tabela
1). Dentre os trés protocolos de obtengdo das larvas
filarioides, o que apresentou maior residuo fecal foi o
método de lavagem manual com pipeta de Pasteur. Com
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relagdo ao tempo ideal de incubagdo das culturas para
a recuperagdo das larvas filarioides, o nimero de larvas
filarioides foi maior nos trés primeiros dias (P < 0,05) e
a maior quantidade de vermes adultos foi observada
no quarto dia, embora este uUltimo aumento ndo tenha
sido significativo (P > 0,05, Tabela 1). No quarto dia, o
numero de larvas filarioides recuperadas foi reduzido
nos trés protocolos e foi observada uma maior
guantidade de vermes adultos, porém, esta diferenca
ndo foi significativa (P > 0,05, Tabela 1).

A Tabela 2 mostra que a quantidade de larvas
foi significativamente superior no meio onde foram
adicionadas a estreptomicina e a anfotericina, quando
comparada com a do controle (P <0,05)

3 ANALISE ESTATISTICA

As diferencas entre as quantidades de larvas
obtidas em relagdo aos dias e meios de cultura com ou
sem antibidticos e antifingicos, foram analisadas
através do teste de T de Student. Valores de p menor
que 0,05 foram considerados estatisticamente
significativos.

4 DISCUSSAO

O extrato antigénico de S. stercoralis, resultante
das larvas obtidas de cultivo em placa de agar, tem sido
utilizado em técnicas soroldgicas. No entanto, esses
extratos ndo tém adequada especificidade, pois

representam o extrato bruto do parasito com antigenos
comuns a outros helmintos. Estudos demonstram
resultados falso-positivos causados pela reagdo
cruzada com antigenos de outros nematoides, como,
por exemplo, ancilostomideos e filarideos (CONWAY et
al., 1993; SITHITHAWORN et al., 2003), além da limitagdo
de recuperar quantidade de larvas suficiente para a
produgdo do antigeno (SUDRE, 2006).

Uma alternativa é a utilizacdo de antigenos
heterdlogos, originados de larvas de outras espécies
de Strongyloides, principalmente S. ratti e S. venezuelensis,
devido as suas similaridades antigénicas com o
Strongyloides stercoralis e a maior facilidade de obtengdo
das larvas em infec¢do experimental (COSTA-CRUZ et al.,
2003; SILVA et al., 2003; MACHADO et al., 2003; SUDRE,
2006). Entretanto, Gam, Neva e Krotoski (1987) e Lindo e
colaboradores (1994) relataram que a utilizagdo de
antigenos de S. stercoralis apresenta uma melhor
sensibilidade quando comparada a dos antigenos de S.
ratti ou S. venezuelensis no diagndstico da infecgdo através
do ELISA. Desta forma, é necessario uma melhor
comparagdo entre os componentes antigénicos
imunodominantes dessas duas espécies de
Strongyloides com S. stercoralis, visando a se obter
antigenos heterdlogos que possibilitem ensaios de
maior sensibilidade para diagndstico da
estrongiloidiase humana (SILVA, 2003).

Tabela 1 — Comparagdo entre os protocolos para recuperar as larvas de S. stercoralis da cultura em placa de &agar

e influéncia do tempo de incubagdo

Protocolos para recuperagdo das larvas de S. stercoralis das culturas em placas de agar

Tempo Baermann-Moraes do gel "
Lavagem manual Baermann-Moraes do gel Valor de p
e das fezes
Modificagdo dos métodos
*Lv **VA *LvV *VA *LV *VA
1° dia 384 1 69 - 70 - P < 0,05
2° dia 201 4 ‘73 - 54 - P <0,05
3° dia 505 5 130 3 19 - P<0,05
4° dia 210 8 62 4 16 - P<0,05

Legenda: *Lv Larvas filarioides, **VA Vermes adultos; 'Teste de T de Student

Fonte: Elaboragdo das autoras.

Tabela 2 — Média do numero de larvas S. stercoralis e vermes adultos recuperadas de dez culturas em placa de agar

utilizando o método de lavagem da placa.

Meio de cultura

T
*Larvas. mL

*Vermes adultos. mL™

Agar convencional

Agar convencional com estreptomicina e
anfotericina B

930 570

1800 150

Legenda: * P <0,05; Test e T de Student
Fonte: Elaboragdo das autoras.
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Além das reagBes cruzadas, a presenca de
bactérias e residuos fecais, observada na suspensdo
de larvas de S.stercoralis recuperadas através das
lavagens das placas de adagar, pode interferir na
qualidade do antigeno. Estudos demonstram a
possibilidade de utilizagdo dos padrdes de migragdo
deixados pelas larvas na placa de agar para realizar o
diagnostico diferencial entre as espécies do S. stercoralis
e dos ancilostomideos. Nas culturas em placas de agar,
as larvas dos nematdédeos deixam caminhos facilmente
visiveis a olho nu, devido a presenga de colbnias de
bactérias que formam padrdes ondulatérios no agar, e,
quando visualizados ao microscépio, demonstram que
as larvas apresentam diferentes trajetorias de migragdo
no gel: para os ancilostomideos, o movimento é
serpentiforme e para o S. stercoralis, é em forma de
chicote (JONGWUTIWES et al., 1999; INES et al. 2011). A
presenca de bactérias transportadas na cuticula das
larvas é importante para o diagndstico por meio dos
caminhos. Contrariamente, para a recuperacdo de larvas
para a produgdo de antigenos, a presenga de bactérias
interfere na pureza do extrato antigénico (LIU; HSU;
CHANG, 2009).

Dessa forma, utilizando antibidtico adicionado
ao meio de cultura para o cultivo de S.stercoralis em placa
de agar, obtivemos resultados favoraveis em relagdo a
limpeza do antigeno e melhor recuperagdo das larvas.
Provavelmente, isso ocorreu em virtude da utilizagdo
de um antibidtico com espectro amplo para Gram
negativos e positivos, além da escolha do antifingico
usado no tratamento contra fungos comensais,
presentes nas amostras fecais. Esses farmacos
influenciaram apenas no crescimento bacteriano e
fungico, permitindo o crescimento e recuperagdo das
larvas do helminto. Arakaki e colaboradores (1990), em
estudo com S. stercoralis, visando a minimizar a
contaminagdo por bactérias, realizou centrifugagdo em
gradiente de densidade da suspensdo de larvas; no
entanto, ndo existem outros trabalhos mostrando a
utilizacdo de farmacos na cultura em placa de agar para
posterior recuperagdo de larvas. Uma possibilidade a
ser testada para a redugdo da quantidade de detritos é
a lavagem da suspensdo de larvas em filtros de
poliestireno, permedvies a bactérias e a outros detritos
e ndo a larvas.

No presente estudo, foi observado que, no
terceiro dia de incubagdo das culturas, obteve-se maior
quantidade de larvas e, no quinto dia, maior quantidade
de vermes adultos. Portanto, para a produgdo de
antigeno apenas com larvas filarioides de S. stercoralis,
as culturas devem ser incubadas por 72 horas. A
presenca de vermes adultos nos extratos antigénicos
deve ser avaliada, uma vez que ndo existem relatos
comparando ensaios soroldgicos, utilizando antigenos
produzidos a partir de larvas filarioides com vermes
adultos. Para a produgdo de antigenos, foi avaliada a
recuperacao das larvas de S. stercoralis por meio da
lavagem manual da placa de agar e do método
Baermann Moraes, utilizando-se todo o material da
placa (fezes e gel) ou utilizando-se apenas o gel. A
recuperagdo das larvas infectantes foi maior nos dois
primeiros métodos. Estes achados estdo de acordo com
Inés e colaboradores, (2011), em que demonstou que

cerca de 10% do total de larvas filarioides obtidas com
a lavagem das placas ficam presas no gel e podem ser
recuperadas por meio do Baermann-Moraes.

Este trabalho demonstrou que a otimizagdo da
técnica de recuperagdo de larvas para a produgdo de
um antigeno mais puro pode possibilitar maior
especificidade dos ensaios sorolégicos em que se
utilizam essas larvas como antigeno.
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