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RESUMO

A diferenciacdo do agente patogénico causador de amebiase obteve grande importancia desde que
Entamoeba histolytica (patogénica) foi considerada como espécie distinta de Entamoeba dispar (ndo
patogénica). No presente estudo, foi realizada a pesquisa de antigenos de E. histolytica em amostras
fecais de criangas residentes na cidade de Sdo Leopoldo, Rio Grande do Sul, Brasil, utilizando-se ensaio
imunoenzimatico, ELISA (E. histolytica Test, TechLab Inc., Blacksburg, EUA) disponivel no comércio.
Foram analisadas 262 amostras de fezes pela técnica de Hoffman, Pons e Janer (HPJ), em que trés
amostras apresentaram positividade para o complexo E. histolytica/E. dispar. Do total de amostras, 91
(incluindo aquelas positivas pela técnica de HPJ) foram analisadas por meio de ELISA. Houve discordancia
entre os resultados obtidos no exame coproparasitologico e no ELISA, pois todas amostras foram néo
reagentes no ELISA. Estes dados indicam a presenca de E. dispar e auséncia de E. histolytica nas trés
amostras positivas pela técnica de HPJ. Os dados do presente estudo mostram a importancia de utilizagéo
de técnica mais especifica para efetuar identificagéo e diferenciacdo da amebiase intestinal.
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ABSTRACT

The differentiation of the pathogen that cause amebiasis has turned to be relevant since Entamoeba
histolytica (pathogenic) has been considered as a distinct species from Entamoeba dispar (non-pathogenic).
In the present study E. histolytica antigens were investigated in stool samples from children of S&o
Leopoldo, Rio Grande do Sul, Brazil, by means of a commercially available enzyme-linked immunosorbent
assay, ELISA (E. histolytica Test, TechLab Inc., Blacksburg, USA). A total of 262 fecal samples were
analyzed by Hoffman, Pons and Janer method, and three samples showed positive result for E. histolytica/
E. dispar complex. Of 262 samples, 91 (including those positive on Hoffman, Pons and Janer method)
were analyzed by ELISA. The discrepancy of results on coproparasitologic exam and on ELISA was
detected as all fecal samples were negative on ELISA, indicating the presence of E. dispar but not of E.
Histolytica in those three positive samples on HPJ technique. These data point out the relevance in
employing a highly specific technique for performing the identification and differentiation of intestinal
amebiasis.
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INTRODUCAO

A amebiase ¢ uma infecg¢do causada pelo
protozoario Entamoeba histolytica, e se adquire por meio
da ingestdo de cistos presentes em alimentos ou agua
contaminados por matéria fecal. Esta doenca apresenta
distribui¢do mundial, tendo uma prevaléncia elevada em
regides tropicais e subtropicais, principalmente em
comunidades que vivem em condigdes sanitarias
inadequadas'??. No Brasil, estudos epidemioldgicos tém
demonstrado que os indices de prevaléncia variam de
acordo com a regido e a populagdo estudada®.

O método de Hoffman, Pons e Janer®, que se baseia
na sedimentacdo espontdnea, ainda é o método de escolha
para identificagdo de parasitoses intestinais, porém néo
permite a diferenciagdo entre E. histolytica, patogénica e
invasiva, da E. dispar considerada espécie ndo patogénica,
visto que ambas sd3o morfologicamente idénticas®. Por isso
a Organizacdo Mundial da Satide recomenda que, depois
de identificado microscopicamente o complexo E.
histolytica/E. dispar, seja feita a diferenciagdo por testes
mais especificos’, como o imunoensaio enzimatico
(ELISA), que detecta antigenos especificos para E.
histolytica'>%8, ou testes de biologia molecular’, ambos com
boa sensibilidade e especificidade'®. O objetivo deste
estudo foi diferenciar Entamoeba histolytica de Entamoeba
dispar por meio da detecg¢do de coproantigenos de
Entamoeba histolytica em uma amostra da populacdo de
Sédo Leopoldo, Rio Grande do Sul.

MATERIAL E METODOS

Amostra, Coleta e Analise Parasitologica

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica e
Pesquisa do Centro Universitario Feevale, processo nimero
2.13.03.06.475. Foram coletadas 262 amostras de fezes de
criangas na faixa etaria de 2 a 12 anos em trés Escolas
Municipais de Educagdo Infantil ¢ em duas Entidades
Assistenciais de Sao Leopoldo, RS. As amostras foram
espontaneamente emitidas em frascos adequados, e em
seguida processadas no Laboratério de Biomedicina pelo
método de Hoffman, Pons e Janer (HPJ). De cada amostra
foram confeccionadas trés ldminas, coradas com lugol para
analise microscopica (100x e 400x). Para a realizagdo do
método de ELISA, aliquotas das mesmas amostras foram
congeladas a -20°C, e a validacdo do método foi realizada
através de controles comerciais negativo e positivo
fornecidos juntamente com o kiz. O método de ELISA foi
realizado seguindo as instru¢des do fabricante do kit
Entamoeba histolytica 11 (00265), TechLab®. Neste método
foram utilizadas somente 91 amostras aleatdrias,
previamente analisadas pelo método HPJ, sendo trés
positivas para o complexo E. histolytica/E. dispar, 84
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positivas para alguma espécie de parasita e quatro amostras
negativas, além do controle negativo e controle positivo do
kit. A leitura foi realizada visualmente, onde a amostra
negativa deve ser semelhante ao controle negativo, ou seja,
apresentar auséncia de cor ou ligeiramente amarelado. Ja as
amostras positivas devem ser semelhantes ao controle
positivo, ou seja, apresentarem coloragdo mais amarela que
a cavidade controle negativo.

RESULTADOS

Das 262 amostras analisadas pelo método HPJ,
62,21% (163) resultaram negativas para enteroparasitas e
37,79% (99) positivas. Das amostras positivas, trés
apresentaram o complexo E. histolytica/E. dispar. Na
Tabela 1 estdo citados a freqiiéncia de parasitas
encontrados, ressaltando-se que estdo incluidas também
criangas poliparasitadas. Foi também realizada a analise
macroscopica das fezes, sendo que ndo foram observadas
amostras diarréicas.

Tabela 1. Freqiiéncia de parasitas encontrados nas 99 amostras
fecais positivas, analisadas pelo método de Hoffman, Pons e
Janer (HPJ).

Parasitos Freqiiéncia
Endolimax nana 42
Giardia lamblia 36
Entamoeba coli 29
Ascaris lumbricoides 14
Trichuris trichiura 8
Complexo E.histolytica/E.dispar 3
Strongyloides stercoralis 3
Hymenolepis nana 1
Enterobius vermiculares 1
Total 137

Tabela 2. Resultado das 91 amostras testadas pelo método de
ELISA (E. histolytica Test, TechLab Inc.) para deteccdo de
Entamoeba histolytica, em comparagdo com o método de
Hoffman, Pons e Janer (HPJ).

HPJ ELISA TOTAL
Positivo Negativo

Positivo 0 3 3

Negativo 0 88 88

Total 0 91 91
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Quando 91 amostras analisadas pelo método HPJ,
incluindo as trés amostras positivas para o complexo E.
histolytica/E. dispar, foram analisadas pelo método de ELISA,
houve uma negatividade de 100% no teste de ELISA para a
presenga do protozoario E. histolytica (Tabela 2).

DISCUSSAO

A ocorréncia de parasitoses, principalmente em
criangas, ¢ um importante problema de saude publica. Para
o seu diagndstico, o método classico ¢ a utilizacdo de
métodos de sedimentagdo, mais comumente o método de
Hoffman, Pons e Janer. Este método, apesar de
economicamente mais viavel, ndo é capaz de diferenciar o
complexo E. histolytica/E. dispar, ja que estas sao
morfologicamente idénticas®. Para isto, sugere-se o uso de
técnicas especificas como, por exemplo, a técnica de
imunoensaio enzimatico (ELISA) ou biologia molecular.
Entretanto, em nosso meio, estes métodos ndo sido
rotineiramente utilizados, seja por divulgacao ineficiente da
técnica ou por questdes econdmicas.

Nas 91 amostras analisadas pelo método ELISA para o
diagnostico do patdgeno E. histolytica, trés apresentaram-se
positivas na analise microscopica, porém, quando analisadas
pelo método enzimatico revelaram-se negativas. Pode-se sugerir
que o diagnostico adequado destas amostras € a presenca de E.
dispar, protozoario nao patogénico.

E interessante avaliar que em nenhuma das amostras
houve a ocorréncia isolada do complexo E. histolytica/E.
dispar. Este sempre ocorreu em criancas poliparasitadas,
simultaneamente com a presenga do protozoario E. coli,
pertencente a mesma familia e também com semelhancgas
morfolégicas, diferenciando-se principalmente pelo numero
de nucleos. Embora as amostras tenham sido avaliadas por
trés observadores independentes, este fato poderia ser
motivado por dificuldades de identificagdo adequada na
analise microscopica. Este fato também poderia ter sido
minimizado com o uso de coloragdo mais especifica como,
por exemplo, hematoxilina férrica ou tricromica, ja que a
colorag@o com lugol ndo fornece detalhamento morfoldgico
para o diagnostico.

Nao foi identificada a presenca de trofozoitos, ja que
esta forma parasitaria ¢ mais comumente observada em fezes
diarréicas, e todas as amostras examinadas apresentavam
consisténcia solida.

Os nossos resultados estdo de acordo com estudos
prévios, que demonstram que o Rio Grande do Sul apresenta
baixos indices de ocorréncia de amebiase!!. Entretanto, levando-
se em consideragdo a morbi-mortalidade desta patogenia, e de
acordo com a orientagdo da OMS, que estabelece a necessidade
de diagnostico efetivo para que se efetue o tratamento da

amebiase’, é de extrema importincia a validagdo de um método
diagnodstico mais especifico, embora com custo efetivo mais
elevado, que possa ser utilizado conjuntamente ao exame
parasitologico de fezes, oferecendo maior confiabilidade ao
diagnéstico da infecgao.
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