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Abstract We compare diagnostic methods for Entamoeba histolytica in fecal samples from the
city of Belém, Par4, Brazil. We analyze stool samples from children and adults (Group 1); stool
and serum samples from adults (Group I1); and stool samples from children (Group IlI). In
groups | and 111, we used direct examination with lugol (DM), Faust et al (FM), and ELISA (detec-
tion of E. histolytica anti-GIAP coproantigen) and in group IlI, DM, iron hematoxylin staining
(IHS), FM, ELISA, and the indirect immunofluorescence test (IFAT) for detection of IgG antibod-
ies. Positivity was 10.50% by DM plus FM and 28.99% by ELISA. There was no correlation be-
tween positivity and age group. In Group Il (n = 87), the positive rate was 4.59% by DM plus FM,
8.04% by IHS, 4.59% by IFAT, and 21.83% by ELISA. The ELISA test was the most sensitive for all
groups. IFAT alone is still not a useful tool for diagnosis of E. histolytica infection. The ELISA test
is simple, performed in one-third of cases used for IHS and IFAT, and greatly improves quality of
diagnosis. We recommend this as the method of choice for diagnosis of suspected E. histolytica
infection.
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Resumo O artigo expde a comparacédo de métodos de diagnéstico de Entamoeba histolytica em
amostra da populagéo de Belém do Para. Foram analisadas amostras fecais de criancas e adul-
tos (Grupo 1), amostras fecais e soros de adultos (Grupo Il) e material fecal de criancas (Grupo
111). Nos grupos I e Il foram empregados os métodos direto com lugol (MD), Faust e cols. (MFF) e
ELISA (detecgdo de coproantigeno anti-GIAP de E. histolytica); no grupo Il, MD, hematoxilina
férrica (HF), MFF, ELISA e reacao de imunofluorescéncia indireta (RIFI) para detec¢ado de anti-
corpos IgG. A positividade encontrada foi de 10,50%, empregando (MD + MFF) e de 28,99% pelo
ELISA. N&ao houve correlacao entre positividade e grupo etario. No Grupo Il (n = 87), a positivi-
dade encontrada foi de 4,59% pelos métodos coproscopicos (MD + MFF), 8,04% por HF, 4,59% pe-
la RIFI e 21,83% pelo ELISA. O teste de ELISA foi o mais sensivel para todos os grupos. Conclui-se
que a RIFI ainda néo é ferramenta Gtil para diagnéstico desta protozoose. O teste de ELISA, de
facil execucdo, foi feito em 1/3 do tempo usado para HF e RIFI, melhorando a qualidade do diag-
néstico. Recomenda-se o ELISA como método de diagnéstico nos caso suspeitos de infeccdes com
E. histolytica.
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Introducéo

O diagnostico laboratorial da amebiase intesti-
nal é feito tradicionalmente por pesquisa do
parasita nas fezes. Em geral, formas cisticas sdo
encontradas em fezes consistentes e trofozoi-
ticas em material fecal diarréico ou pastoso.
Contudo, a inexperiéncia técnica, a eliminagéo
intermitente do cisto de Entamoeba histolytica/
Entamoeba dispar (Walsh, 1986) e a ndo dife-
renciacao morfolégica com outras amebas in-
testinais, leucocitos e artefatos podem promo-
ver erros no diagnostico microscopico (Brucker,
1992). Além disso, os métodos coproscopicos
ndo detectam parasitas rompidos (Healey, 1978)
e nao possibilitam a diferenciagédo entre a E.
histolytica e E. dispar (Braga et al., 1996). Ape-
sar dessas limitacOes e da baixa sensibilidade,
tais métodos tém sido os de escolha para o diag-
noéstico de amebiase intestinal (Ravidin, 1994).

No imunodiagnéstico, a reagdo de imuno-
fluorescéncia indireta (RIFI) para pesquisa de
anticorpos especificos contra o parasita no
soro do paciente e 0 ensaio imunoenzimatico
(ELISA) para detecc¢do de coproantigenos nas
fezes tém sido empregados como alternativa
diagnostica. Ambas as técnicas podem ser uti-
lizadas para o diagnéstico de casos isolados ou
para estudos epidemiolégicos (Feitosa, 1986;
Jelinek et al., 1996; Haque et al., 1998), mostrando
superior especificidade e sensibilidade no diag-
noéstico em relag@o a microscopia (Katzwinkel-
Wiladarsch et al., 1994).

A aplicacdo de novas metodologias para o
diagnostico especifico da E. histolytica, facili-
tando principalmente a determinacao da pre-
valéncia de portadores assintomaticos (Marti-
nez-Palomo & Espinosa-Cantellano, 1998), po-
de levar ao maior controle desta patologia. A
situacdo da amebiase em Belém é pouco co-
nhecida, razdo pela qual requer dados que per-
mitam tragar o perfil tanto da forma intestinal
quanto da extra-intestinal, a Gltima relatada co-
mo grave problema na cidade em foco (Salles
etal., 1998). Este trabalho tem por objetivo prin-
cipal comparar métodos coproscopicos e imu-
noldgicos utilizados no diagndstico de amebia-
se intestinal em uma amostra da populacdo da
area metropolitana de Belém.

Material e métodos

No periodo de outubro a novembro de 1998 fo-
ram analisadas 438 amostras fecais de pacien-
tes (adultos e criancas) positivos para Enta-
moeba sp. pelo método direto, provenientes do
Laboratério de Enteroparasitoses do Instituto
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Evandro Chagas (Grupo I, n = 46), amostras fe-
cais e os respectivos soros de adultos atendidos
no Hospital da Policia Militar do Estado do Pa-
ra durante um més (Grupo Il, n =87) e amos-
tras fecais diarréicas de criangas do Projeto
Sentinela para gastroenterites do Servico de Vi-
rologia do Instituto Evandro Chagas (Grupo 111,
n = 305). Os trés grupos séo homogéneos quan-
to & condic¢éo sécio-econdémica e cultural, que
€ precéaria. Nos grupos | e 111, para deteccao de
formas parasitarias (cisto e/ou trofozoito) foi
utilizado o método direto com lugol (MD) e o
método de flutuagdo de FAUST e colaborado-
res (MFF); para pesquisa do coproantigeno an-
ti-GIAP (proteina de aderéncia inibidora da ga-
lactose) de E. histolytica foi empregado o teste
de ELISA (Techlab, Blacksburg, Estados Uni-
dos). No grupo Il todas as amostras foram ava-
liadas simultaneamente pelo MD, hematoxili-
na férrica (HF), o MFF e, para detec¢éo de co-
proantigenos, o teste de ELISA. Neste mesmo
grupo foi usada a RIFI para a pesquisa de anti-
corpos IgG no soro, utilizando-se antigenos de
culturas axénicas de E. histolytica e conjugado
anti-lgG marcado com isotiocianato de fluo-
resceina (Salck, Brasil). Para determinar a sig-
nificancia estatistica entre os grupos estudados
recorreu-se ao teste do x2 — através do progra-
ma estatistico EPIINFO verséo 6.0 —, aplicando-
se o teste de McNemar para determinar a sig-
nificancia entre os testes utilizados.

Resultados

A positividade para E. histolytica na amostra
estudada de acordo com os métodos emprega-
dos foi 10,50% (46/438) para MD + MFF, 8,04%
(7/87) para HF, 4,59% (4/87) para RIFI e 28,99%
(127/438) para o ELISA. Observou-se maior
presenca de E. histolytica nos pacientes de fai-
xa etéria superior a 14 anos (36,8%, 46/125)
(Tabela 1). O teste de pesquisa de coproantige-
nos mostrou-se mais eficiente para deteccao
da amebiase intestinal, demonstrando sensibi-
lidade maior do que os métodos coproscopicos
(McNemar, x2-p < 0,005).

No grupo Il (n =87), em que as amostras fo-
ram estudadas pelos quatro métodos (copros-
copicos e imunoldgicos), o teste coproscopico
(4,59%) e a RIFI (4,59%) apresentaram resulta-
dos similares e inferiores aos observados pela
HF (8,04%). O teste de HF detectou um nime-
ro de amostras positivas inferiores ao teste de
ELISA (21,83%). Aquela de deteccado de copro-
antigenos evidenciou-se também significan-
temente mais eficiente para o diagnéstico de
amebiase intestinal (McNemar — p < 0,005).



Discusséao

A prevaléncia de amebiase intestinal no Brasil
deve ser reavaliada, por acreditar-se que ha su-
perestimativa desta protozoose em decorrén-
cia de os métodos classicamente empregados
no diagnéstico nédo diferenciarem a forma pa-
togénica da ndo-patogénica. A positividade pre-
sente no estudo por métodos coproscopicos e
imunoenzimatico confirma os dados da litera-
tura. Entretanto, em estudos efetuados em po-
pulacgdes indigenas da regido norte, Miranda et
al. (1998) e Martins & Tavares (1999) — utilizan-
do o método de Hoffman - detectaram alta
prevaléncia de amebiase intestinal. A diferenga
marcante entre a positividade encontrada em
nosso estudo e as observadas nos dois inquéri-
tos citados pode ser atribuida ao fato de a co-
munidade indigena ser fechada, o que leva a
maior circulacdo do parasita. Acrescente-se
ainda o numero de falsos positivos que foram
apontados pelo método de Hoffman nos referi-
dos estudos, em que alguns artefatos podem
ter confundido o(s) microscopista(s) com for-
mas de protozodrios, ja que este método € mais
indicado para a pesquisa de ovos pesados (hel-
mintos).

A literatura mundial pertinente a prevalén-
cia de amebiase intestinal por faixa etaria é
controversa. Perez et al. (1997) e Braga et al.
(1996), ao estudar individuos espanhdis e ha-
bitantes da regido nordeste do Brasil, respecti-
vamente, observaram maior prevaléncia desta
protozoose na faixa etaria entre 6 e 14 anos. Por
sua vez, Kobayashi et al. (1995), ao analisarem
amostra da populagéo da cidade de Holambra,
Sao Paulo, notaram maior positividade em pa-
cientes maiores de 16 anos.

Os resultados da presente pesquisa mos-
tram que a detecc¢do de E. histolytica foi supe-
rior na faixa etaria acima de 14 anos. Todavia, a
diferenca entre os dois grupos etarios nao foi
estatisticamente significante, o que demonstra
que o risco de transmissdo independe da idade.

Como ja verificado em estudos prévios, a
HF evidenciou maior sensibilidade em relacao

DIAGNOSTICO DE AMEBIASE INTESTINAL

Tabela 1

Correlacédo de positividade entre os testes coproscépicos e deteccdo

de coproantigenos por faixa etaria.

C+/E+ C+/E- C-/E+ C-/E- Total

0-14 Anos 17 09 76 211 313
5,4% 2,9% 24,3% 67,1%

Acima de 14 anos 08 12 26 79 125
6,4% 9,6% 20,8% 63,2%

Total 25 21 102 290 438

C = Coproscopia (MD e MFF); E = Teste ELISA para deteccdo de antigenos

de E. histolytica.

ao MD e MFF; entretanto, este método depen-
de de fatores de ordem técnica (preparagdo do
esfregaco, coloracgdo e da experiéncia do exa-
minador), limitando seu uso corrente na pes-
quisa da amebiase intestinal. A baixa soroposi-
tividade encontrada pela RIFI pode ser decor-
rente do fato de o parasita permanecer no lU-
men intestinal e, assim, ndo dé estimulo a res-
posta humoral. Além disso, a persisténcia de
anticorpos pode depender ndo somente do tipo
de imunoglobulina, mas também do nimero
de infecgdes prévias (Stamm et al., 1976). Por-
tanto, este método apresenta limitagOes expres-
sivas no diagndstico da amebiase intestinal.

O teste de ELISA, além de ser de facil exe-
cucéo (Haque et al., 1994; Benzeguir & Kettis,
1997), é realizado em 1/3 do tempo da HF e da
RIFI, revela mais E. histolytica do que a micros-
copia, além de sensibilidade de 86% e especi-
ficidade de 98% quando comparado com cul-
tura (Martinez-Palomo & Espinosa-Cantellano,
1998), o que contribui para a melhoria da qua-
lidade do diagnostico, detectando a forma pa-
togénica. Recomendamos assim a sua incluséo
como método de diagnéstico nos casos suspei-
tos de amebiase intestinal (Jelinek et al., 1996;
Benzeguir & Kettis, 1997; Haque et al., 1998),
embora o seu custo ainda possa constituir fa-
tor limitante para o uso em larga escala.
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