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Historico

Diarreia da Conchinchina (Louis Normand)

Anguilulla stercoralis — Anguilulose (gavay, 1876)

Strongyloides intestinalis (Grassi, 1879)

Strongyloides stercoralis (stiles e Hassall 1902)

(Grove, 1996)



Distribuicdo Mundial da Estrongiloidiase

30 a 100 milhdes de pessoas infectadas

(Beknazarova et al., 2016)



Distribuicao na América Latina

« 5,5% de ocorréncia no
Brasil — Negligenciada

(Buonfrate et al., 2014)



Taxonomia

Dominio: Eucariota

Reino: Metazoa

~1lo: Nematoda

Classe: Chromadorea

Ordem: Rhabditida

Familia: Strongyloididae

Geénero: Strongyloides

Espécie: Strongyloides stercoralis

(NCBI, 2015)



Aspectos biologicos
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Técnica de OPG
(Ovos por grama de fezes)

NaCl saturado




Aspectos biologicos

Larva filarioide

Larva rabditoide




Aspectos biologicos: Comparacao entre larvas de
Strongyloides stercoralis e Ancilostomideos

Primordio genital visivel Nao visivel
Vestibulo bucal curto longo




Aspectos bioldgicos: Comparacao entre larvas de
Strongyloides stercoralis e Ancilostomideos

bifurcada afilada




Aspectos biologicos
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Ciclo biologico

flmrifarr

A,

G A Ertﬂjl.h

al mucosa
h, and migrate to luman

: ,',- f",r

HEALTHIE

dpdx.cdc.gov



Ciclo biologico

 Determinacao do sexo durante a o0o0génese ou
embriogénese (n, 2n e 3n).

 Ambiente (Temperatura e umidade).

Triantaphyllou, Moncol, 1977
Viney, Lok, 2008
Nemetschke et al., 2010



Obtencao de Larvas




Obtencao de Larvas
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Obtencao de Larvas




Modelo experimental







FEémeas parasitas
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Resposta Imune

Strongyloides ratti

Strongyloides venezuelensis

Caracterizacao antigenos
(Costa-Cruz et al., 2003; Gongalves et al., 2012)

Modulacao sistema imune
(Negréao-Corréa et al., 2006; Tefe-Silva et al., 2012)



Mecanismos de resposta imunologica

Toll-like receptors estimulam macrofagos que secretam moléculas
pro-inflamatorias inespecificas favorecendo o aumento na secrecao
de muco intestinal.

(Irilemenamm et al., 2010)

Padrao de Resposta Imune Th2 — Helminto
IL-3 — basofilos

IL-4 — basofilos, Linf. B producao IgE, IgG1, Eosindfilos, contratura
da musculatura lisa do intestino

IL-5 — Eosinofilos, IgA
IL-6 — Granuldcitos e Linf. Be T

IL-10 e IL-13 — modulacao negativa Thl
(Concha, Harrington e Rogers, 2005; Costa-Cruz 2014)



Producao de anticorpos

* [gM, IgA e IgG especificos e IgE

* IgG4 e IgGLl

Rossi et al., 1993
Rodrigues et al., 2007
Marcos et al., 2011



Patogenia e Sintomas

_esOes cutaneas
_esoOes pulmonares
_esoes Intestinails

N X X

- Hiperinfeccao
- Doenca disseminada

—

—orma assintomatica ou sintomas inespecificos

Imunossupressao:

* Transplantes
* Corticosteroides
e HTLV-1

Gryschek e Siciliano, 2005
Olsen et al., 2009



Aspectos Clinicos

* Variaveis e inespecificos

Forma aguda
— LesoOes papulares e urticaria (penetracao larvaria)
— Tosse seca, dispneia e edema (pulmdes)
— Dor abdominal, diarreia, nauseas e vomitos

Forma cronica
— Assintomatico, niveis baixos de carga parasitaria
— Dor abdominal, epigastrica, nauseas, vomitos e diarreia




Aspectos Clinicos

Imunocomprometidos — uso de corticosteroides:
* Processo de autoinfeccéo acelerado

* Hiperinfecgéo
* Doencga disseminada |:>Disseminagéo hematogénica de Enterobactérias

— Taxa de mortalidade > 50% (Roxby et al., 2009; CDC, 2012)




Transplante de orgaos

 Subestimado e pouco descrito na literatura
- 5% dos pacientes tem infeccOes parasitarias

»  Org&o transplantado pode ser fonte de infecgdo para o receptor

 Necessario diagnostico precoce e rapido

(Ben-Youssef et al., 2005; Patel et al., 2008)




« (Casos de hiperinfeccdo tem sido documentada apds transplante de
Orgaos:

(Devault et al., 1989; Valar et al., 2007; Said et al., 2007)
(Vilela et al., 2009)
(Shaeffer et al., 2004, Marsry; O’Donnell, 2005)
(Orlent et al., 2002; Barsoum, 2004, Dulley et al., 2009)

 Possivelmente pela utilizacao de terapia com corticoesteroides




Figura 1 - Lesao Purpurica Peri-Umbilical na Regiao
Abdominal em Paciente com Cancer Portador de Es-
trongiloidiase Disseminada®

L

Figura 2 - Fragmento de Pele (corado com hematoxili-
na-eosina) Revelando Larva de S. Stercoralis dentro de
Capilar da Derme®

Salluh et al., 2005



Diagnostico da Estrongiloidiase em pacientes
com diferentes formas de Imunossupressao

Graeff-Teixeira, 1997 Doencas Oncohematoldgicas
Chieffi, 2000 HTLV-1

Schaffel, 2001 Doencas Oncohematoldgicas
Zago-Gomes, 2002 Etilistas
Machado, 2008 Neoplasias Gastrointestinais

Batista, 2013 Doador/Receptor Rim e figado
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ORIGINAL ARTICLE

Immunofluorescence assay for diagnosis of strongyloidiasis in
immunocompromised patients

MAIARA GOTTARDI', FABIANA M. PAULA', MARCELO A. CORRAL/,
DIRCE MARY C. MEISEL!, SIIVIA E. COSTA?, EDSON ABDAILA?, LIGIA C. PIERROTTI?,
JULIANA YAMASHIRO?, PEDRO PAULO CHIEFFI* & RONALDO CESAR B. GRYSCHEK!

lable 1l. Distnbunon of ano-Strongwoudes 1gG urters by IFA using infecuve 5. venesuelensis larvae
antigen,

Thters Total positive

Serum 40 a0 160 320 640 1280 2560 o Yo

Grroups
I 22
I 32
I 40)

Immunocompromised
HIV 18 27.8
HTIN-1 32 28.1
RT 50 22.0
LT 50 ' 2 22.0
BMT 50 3 14.0

Groups: [, patents copropositive for 8. stercoralis; 11, patents positive for other parasite infections; and
IT1, patients copronegative for parasite infections. BMT, bone marrow transplantation candidates; HIV,
human immunodecliciency virus; HTLV-1, human 1cell leukemia virus type 1; IFA, immunofluorescence
assay; L1, hver transplantanon candidates; K1, renal transplant candidates.




Profilaxia e Tratamento

Profilaxia: Impedir o acesso de larvas filarioides existentes no solo a pele ou
as mucosas de hospedeiros suscetiveis.

- Tratamento sanitario adequado para as fezes;

- Lavagem dos alimentos;

- Uso de calcados;

- ldentificacao, orientacao e tratamento do infectado.

Tratamento:

- lvermectina (200 ug/Kg)

- Derivados benzoimidazoélicos:

- Tiabendazol (25mg/Kg 2x/ dia/ 2 dias) - Controle de Cura
« Cambendazol (5mg/Kg)

* Albendazol (400mg/Kg x 3 dias)



lvermectina — lvermec®

Imobilizacao do verme por meio de uma paralisia tonica muscular.

Interacao entre o farmaco e os canais de cloro ativados por glutamato
em células nervosas e musculares causando hiperpolarizacao, por meio
do aumento da permeabilidade a esses ions.

lvermees

Ivermectina
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Sedimentacao Espontanea
Lutz, 1919;
Hoffman, Pons e Janer, 1934

Acervo pessoal




Diagnastico parasitologico: Técnica de Baermann (1917)-
Moraes (1948)

Fezes
Gaze

Peneira

Funil de vidro

Tubo de Borracha

Pinca

Tubo coletor

De Carli, 2007



Diagnostico parasitologico: Rugal (1954)

De Carli, 2007



Técnicas de Cultura

Cultura em placa de agar

Koga et al., 1991; Paula et al., 2013







- Tecnicas de Cultura




De Carli, 2007

Métodos de Cultura

Cultura em papel de filtro
Harada e Mori, 1955

Cultura em carvao animal
Looss, 1911



Harada-Morli




Diagndstico parasitologico

« Baixa sensibilidade:

-liberacao de larvas nas fezes e irregular e intermitente;

-Maior numero de amostras de fezes analisadas para melhorar
sensibilidade.

« 7 amostras para 100% sensibilidade;

* Cultura: demora na liberacao do resultado.

(Uparanukraw et al., 1999; Costa-Cruz et al., 2003)



Sorologia

— Nao dependendo diretamente
da eliminacao de larvas.

Western-blotting

RIFI Acervo pessoal



Sorologia e Estrongiloidiase
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Sorologia: Antigenos

Antigeno homologo
Strongyloides stercoralis

Antigeno heterdlogo

Strongyloides ratti
Strongyloides venezuelensis

(Costa-Cruz et al., 1997, Levenhagen, Costa-Cruz, 2014)



Parasitol Res (2015) 114:2543-2551
DOT 10 1007/500436-015-4458-3

ORIGINAL PAPER

Comparative evaluation of Strongyloides ratti and S. stercoralis
larval antigen for diagnosis of strongyloidiasis in an endemic
area of opisthorchiasis

Chatanun Eamudomkarn ' - Paiboon Sithithaworn ' - Jiraporn Sithithaworn -
Sasithorn Kaewkes' - Banchob Sripa 42 . Makoto Itoh®

Parasitol Res (2015) 114:2543 2551

Table 2  Charactenistics of ELISA with 5. rafti and 8. stercoralis antigens for diagnosis of strongyloidiasis

Diagnostic method Sensitivity (%a) (95 % CI) Specificity (%) (95 % CI) Predictive value (%) (95 % CI) Kappa value

Positive Negative

S. ratii ELISA B4.5(75.8-91.1) 100.0 (65.0-100.0) 100.0 (95.6-100.0) 40.0 (21.2-61.3)
8. stercoralis ELISA 83.5 (74.6-90.3) 100.0 (69.0-100.0) 100.0 (95.5-100.0) 3B.5(20.3-59.4)




(Levenhagen, Costa-Cruz, 2014)



Diagnostico Soroldgico

RIFI
Antigeno prépria larva e/ou cortes de larvas

Sensibilidade: 95%
Especificidade: 95,8%

Cortes de larvas filarioides de S. venezuelensis
(4y), 20X.

(A) Soro positivo

(B) Soro negativo

(C e D) Soro positivo para ancilostomideo e S.
mansoni

20 pm

20 pm

Gottardi et al., 2015
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Cortes de larvas filarioides de S. venezuelensis (4), 20X.
(A) Soro de paciente candidato a tx renal positivo

(B) Soro de paciente candidato a tx renal negativo

Gottardi, 2014



Sorologia: Antigenos

Variacéo na obtencéo de fragcbes antigénicas
(Costa-Cruz et al., 2003; Rodrigues et al., 2007)

FracOes antigénicas tratadas com detergente ou purificadas
(Feliciano et al., 2010; Inés et al., 2013; Levenhagen, Costa-Cruz, 2014; Corral 2015a,b)

Proteinas de membrana como fonte antigénica
(Northern et al., 1989; Corral et al., 2015a,b)

Uso de detergentes
CHAPS
SDS
(Bollag, 1996; Linke, 2009)



(Levenhagen, Costa-Cruz, 2014)



Analise dos resultados
do ELISA: Curva ROC

Cut off
Sensibilidade
Especificidade Antigen | Cut-off
Likelihood ratio SS 276
Area sobre a curva 1 TS 224
Eficacia | M 326
indice Kappa L i

Sensitivity

T T
0.4 06

1 - Specificity

(Corral et al., 2015)




Western-blotting

(Levenhagen, Costa-Cruz, 2014)



Immunology Letters 139 (2011) 87-92

Contents lists available at ScienceDirect

Immunology Letters

journal homepage: www.elsevier.com/locate/immlet

IgG avidity in differential serodiagnosis of human strongyloidiasis active infection

Henrique T. Gonzaga®, Vanessa S. Ribeiro?, Nagilla D. Feliciano?, Marianna N. Manhani®,
Deise A.O. Silva?, Marlene T. UetaP, Julia M. Costa-Cruz®*

Table 2
IgC avidity pattern in ELISA and immunoblot reactions with Strongyloides venezuelensis antigens in ten cases discrepant of the avidity ELISA index cut-off (Al=75%) in
serologically positive patients with larval ourput (G1) or undetectable larvae in stool specimens (G2 ) tested in the immunoblot.

Cases ELISA Immunoblot
Avidity index (%) Decrease in intensity of recognition®

Screening’ MW (kDa)

120-160 G5-70

2.7 1031
B7.8 91.4
84.9 89.3
1002
898 854

28]

749 80.2
74 74.0
GY.6 71.3
63.7 79.0
46.9 46.2

[ R T Y S N Y

MW: molecular weight. kDA: kiloDaltons.

1 Sereening Al was calculated based on the screening serum dilution of 1:160.

b Decrease in intensity of recognition categories: — or + low avidity bands indicated by high decrease in intensity of recognition. ++ or +++ high avidity bands indicated by
low decrease in intensity of recognition.




Parasitol Res
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ORIGINAL PAPER

Strongyloides stercoralis diagnostic polypeptides for human
strongyloidiasis and their proteomic analysis

Rutchanee Rodpai 2. Pewpan M. Intapan 2, Tongjit 'l‘hanchumnangz" .

Oranuch Sanpool '~ « Penchom Janwan* - Porntip Laummaunwai

12,

Chaisiri Wﬂngkhams - Tonkla lnsawang6 « Wanchai Maleewong 1.2
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() Springer-Verlag Berlin [eidelberg 2016
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Fig. 1 Sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis
analysis of the Strongyloides stercoralis third-stage larval extract (lefi)
and their representative immunoblotting reaction pattemns (right). Lane
M, molccular mass markers and lane Ss protem, the S. stercoralis extract
was stained with Colloidal Coomassie Blue. Blots developed with sera
from (7), pooled healthy control (2), pooled positive reference (3 3),
strongyloidiasis (6), hookworm infection (7), opisthorchiasis viverrini

8 9 10 I1 12 13 14 IS I

(8), ascanasis (9), tacmasis (/0), gnathostomiasis (/7), trichinellosis
(12), capillariasis (/3), fascioliasis (/4) paragonimiasis (/5),
angiostrongyliasis (/6) trichuriasis, and (/7-18), individuals healthy
control scra. Molccular mass markers arc indicated on the left. The
arrows indicate the protein (on the lefi) and immunoreactive bands (on
the right) at approximately 26 and 29 kDa




ldentificacao de proteinas Gel/WB 1D

Fragoes
Bandas (kDa) Soluvel Membrana
TSL (%) TML (%)
110 80 80
53-49 85 80
40-35 100 90
29-28 70 50
23-20 90 65
15-14 85 95

12-10 - 60




WB pool de soro

Antigeno soluvel —
TSL

1

10

MM(kDa) 1




WB pool de soro

Antigeno membrana —
TML

MM(kDa) 1 3 ; 5 9 10 11 12




Imunoprotedmica

- Identificacao de proteinas  especificas
identificadas por anticorpos.

« Associacao com técnicas soroldgicas.

4

Gel /WB e Espectrometria de massas




ldentificacao de proteinas — TSL/ TML

N° acesso Descric&o MW [kDa]  Abundéancia* (%) N° acesso Descrigao MW [kDa] Abundancia* (%)
AOA090L6V9  Actina 41,8 63,5 AOAQ90L6V9 Actina 41,8 36,10
AOAO090KPU4  Galectina 31,4 3,93 AOAO090LTL1 Laminina 67,4 6,70
AOAO90KYR4  Glutamina sintetase 40,3 3,07 AOAO090KTV2 Galectina 35,4 6,26

(dominio catalitico) AOAQ90MY16 Calponina 64,7 3,80
AOAO9OMZE5  Malato 41,2 2,91 AOAO090LKA7 Desidrogenase (mitocondrial) 35,0 3,57
desidrogenase AOA090LP37 Proteina néo caracterizada 268,1 3,25
AOA090LM0O6  Catepsina 35,7 2,63 AOA090LG99 Calponina 42,6 2,97
AOAO090L778 Hemicetina 54,2 2,56 AOA090LNQ1 Cadeia leve da miosina 227,2 2,74
AOA090MMPY9  Galectina 31,9 2,28 AOA090MU21 Gliceraldeido-3-fosfato 36,6 2,52
AOAO090L1F4 Desidrogenase 34,1 2,09 desidrogenase
(mitocondrial, AOA090KYR4 Glutamina sintetase (dominio 40,3 2,34
coenzima A) catalitico)
AOA090LBJ7  Citrato sintase 49,0 1,63 HB6ABX4 Tubulina beta 50,0 2,10
AOAQ90LLS9 Imunoglobulina 36,3 1,49 AOA090LDK1 Aldolase 39,5 2,02
subtipo 2 AOA090MX65 Tropomiosina 39,1 2,00
AOAO90LLAO Integrina beta 53,1 1,17 AOA090LLS9 Imunoglobulina subtipo 2 36,3 1,84
AOAO090MX65  Tropomiosina 39,1 1,18 AOA090L508 Fator de elongacao 2 96,3 1,83
AO0A090L508 Fator de elongacao 2 96,3 1,17 AOA090OMRE4 Proteina de ligagdo a guanina 37,4 1,80
AOAQ090LQY6  Pirofosfato 20,69 1,06 (subunidade beta-4)
inorganico AOA090L4R3 Transporte de calcio/potassio 35,9 1,36
(ATPase, subunidade beta)
AOA090LGO7 ATP sintase subunidade alfa 58,0 1,22
AOAOQ90LL35 Aminotransferase 46,5 1,13
AOAQ90LDR7 ATP sintase subunidade beta 57,0 1,08

Corral et al., 2017



Analise identificacao proteica

e TSL: Metabolismo parasitario

e TML: Proteinas estruturais



Analise identificacao proteica

Actina

Proteina de maior abundancia
em células eucarioticas e
altamente conservada;

Apresenta muitas funcoes
celulares incluindo:

Contracao muscular
Motilidade cellular
Divisao cellular
Sinalizacao cellular

(Fornélio et al., 1995; Bahia et al., 2006)

Galectina

Modulacao da resposta
immune;

Reconhecimento imunoldgico.

(Vasta et al., 2009)
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