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Abstract

The epidemiological status of amebiasis has
been reevaluated since Entamoeba histolytica
(pathogenic) was considered a distinct species
from Entamoeba dispar (non-pathogenic). We
investigated E. histolytica antigens in stool sam-
ples from residents of Belém, Pard State, Brazil,
with commercially available enzyme-linked
immunosorbent assay (E. histolytica Test, Tech-
Lab Inc., Blacksburg, USA). A total of 845 sam-
ples were analyzed, of which 248 were positive
(29.35%). E. histolytica infection was more fre-
quent in the over-14-year age group (30.36%)
than in the 0-14-year group (28.28%), but the
difference was not statistically significant (p <
0.05). Of all the samples, 334 were also submit-
ted to parasitological methods (direct, Hoffman,
and Faust et al.). There were discordant results
between ELISA and parasitological methods in
83 samples (24.85%), with more positive results
using ELISA. Our results thus suggest that in-
testinal amebiasis is an important public health
problem in Greater Metropolitan Belém.
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Introducéo

A amebiase, doencga causada pelo protozodrio
Entamoeba histolytica, é considerada impor-
tante causa de morbi-mortalidade no homem.
Esta parasitose apresenta ampla distribuicao
geografica com alta prevaléncia em regides tro-
picais, onde as condic¢des de higiene e educa-
¢do sanitdria sdo consideradas deficientes. Se-
gundo a Organizacdao Mundial da Satide (OMS)/
Organizacao Pan-Americana da Satide (OPAS)/
Organizacdo das Nac¢oes Unidas para a Educa-
¢do, a Ciéncia e a Cultura (UNESCO) 1, o maior
numero de casos situa-se nos quatro continen-
tes, com excecdo da América Central e Oceania.

Vdrios inquéritos epidemioldgicos tém sido
realizados para estimar a incidéncia e a preva-
léncia da amebiase no Brasil. Na maioria dos
estudos, os métodos parasitolégicos de fezes
sdo os mais utilizados 23,45, embora nao sejam
capazes de diferenciar E. histolytica (patogéni-
ca) de E. dispar, (ndao patogénica). Segundo Cu-
nha et al. 6, a prevaléncia da protozoose € bas-
tante varidvel (5,6% a 40,0%) nas diferentes re-
gides do pais, assim como sua patogenicidade
e viruléncia.

Técnicas capazes de identificar caracteris-
ticas antigénicas e genéticas especificas de E.
histolytica tém sido desenvolvidas como novas
ferramentas de diagndstico, na tentativa de re-
duzir o tempo de duragdo dos testes e distinguir
as duas espécies. O emprego do imunodiagnds-
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tico 7,8,9,10,11 e da biologia molecular 12,13,14,15,16,17
tem mostrado boa sensibilidade e especificida-
de. Devido ao alto custo, tais metodologias ain-
da ndo estdo disponiveis para uso regular de
diagndéstico, porém tém auxiliado em estudos
epidemiolégicos que resultam no conhecimen-
to da prevaléncia da amebiase no mundo.

Esta investigacdo é uma continuidade do
estudo anterior realizado por P6évoa et al. 18, e
objetivou verificar a freqiiéncia da infeccao por
E. histolytica utilizando um kit comercial para
deteccao de antigenos de E. histolytica. Um nu-
mero maior de amostras fecais foi testado e ou-
tras dreas da regido metropolitana de Belém,
Par4d, Brasil, foram incluidas neste estudo.

Material e métodos
Amostra

O estudo foi conduzido no periodo de junho de
1999 a abril de 2003, com individuos residentes
na drea metropolitana de Belém, de ambos os
sexos e diferentes faixas etdrias, atendidos no
Laboratério de Enteroparasitoses do Instituto
Evandro Chagas (IEC). A demanda espontanea
foi composta por pacientes que apresentavam
sinais ou sintomas sugestivos de enteroparasi-
toses e aqueles encaminhados pelos diferentes
setores do IEC para diagnéstico complementar.

Os individuos, objeto de nosso estudo, ou
seus responsdveis, foram esclarecidos sobre o
contetido e os objetivos do projeto e assinaram
o termo de consentimento informando a sua
participacdo, conforme normas estabelecidas
pelo Comité de Etica em Pesquisa do IEC que
aprovou este estudo.

Coleta e anilise parasitolégica

O periodo de coleta iniciou em junho de 1999,
época em que a técnica de ELISA (ensaio imuno-
enzimdtico) foi implantada no IEC para diag-
nostico da amebiase.

Apenas uma unica amostra fecal foi forne-
cida por cada paciente, acondicionadas em
frasco coletor sem conservante. No mesmo dia
da coleta as amostras foram submetidas aos
métodos direto (salina/Lugol), sedimentacdo
espontanea e de Faust e colaboradores, e ob-
servadas em microscopia 6ptica (100x e 400x).
Parte do material fecal foi guardado a -200C pa-
ra posterior investigagao por ELISA.
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ELISA para deteccgdo
de E. histolytica nas fezes

O kit ELISA utilizado neste estudo (E. histolyti-
ca Test, TechLab Inc., Blacksburg, Estados Uni-
dos) foi desenvolvido para deteccdo rdpida da
infec¢do por E. histolytica em amostras fecais.
O teste baseia-se na deteccao da adesina (lecti-
na inibidora de N-acetil-D-galactosamina), pre-
sente na membrana do parasito e que faz a me-
diacao da ligacao dos trofozoitos as células da
mucosa intestinal.

Os testes foram realizados de acordo com o
protocolo do fabricante. Os espécimes fecais
foram colocados em placas sensibilizadas com
anticorpos policlonais (AcPo) que se ligam a
adesina, seguida da adicdo do AcMo (conjugado
a peroxidase) e incubacdo a temperatura am-
biente por duas horas. A revelacao € feita com
a adicdo do substrato enzimaético (tetrametil-
benzidina) que desenvolverd cor na presenca
do complexo peroxidase-AcMo-adesina-AcPo.
A densidade 6tica foi medida em Espectofot6-
metro (Titerteck Multiskan ®Plus MK II) com
filtro de luz de 450nm.

Andlise estatistica

As diferencas estatisticas entre as varidveis in-
vestigadas foram calculadas em programa es-
tatistico BioEstat versao 2.0 19, empregando-se
os testes do Qui-Quadrado (x2) e de McNemar,
adotando nivel de significancia de 5%.

Resultados

Neste estudo foram investigadas 845 amostras
fecais, onde 495 correspondiam a pacientes
pertencentes a faixa etdria de 0-14 anos (grupo
1) e 350 acima de 14 anos (grupo 2). Utilizan-
do-se o kit para detecgdo de antigenos de E.
histolytica, obteve-se positividade em 248 das
845 amostras testadas, representando um por-
centual de 29,35%. A presenca da infec¢do por
E. histolytica foi maior no grupo 2 (30,36%) que
no grupo 1 (28,28%), porém sem significancia
estatistica (p > 0,05).

Trezentos e trinta e quatro amostras tam-
bém foram analisadas quanto a presenca de
protozodrios e helmintos, a partir do emprego
de métodos parasitolégicos de fezes. Foi en-
contrada infec¢do por E. histolytica/E. dispar
em 84 (25,15%) amostras, das quais 17 perten-
ciam a pacientes do grupo 1 e 67 a pacientes do
grupo 2, sendo o patégeno mais prevalente nos
dois grupos etdrios da amostra estudada. Tri-
churis trichiura foi o helminto mais freqiiente,



tendo sido encontrado em 8,38% (28/334) das
amostras, seguindo dos ancilostomideos (7,78%)
e Ascaris lumbricoides (7,18%). Cento e sete
(30,04%) individuos apresentaram infeccdoes
com mais de um protozodrio/helminto, enquan-
to em 126 (37,72%) ndo foi encontrado parasi-
tismo.

Quando comparamos os resultados das 334
amostras analisadas por ambos os métodos
(ELISA e coproscépicos) houve discordancia
nos resultados de 83 amostras (24,85%), tendo
ocorrido maior niimero de positivos no teste
imunoenzimatico (p < 0,05) (Tabela 1).

Discussao

Na regido Amazonica, as precdrias condigdes
sécio-econdmicas bem como a falta de sanea-
mento bdsico na maioria das localidades desta
regido despertou o interesse de varios grupos
de pesquisa acerca da prevaléncia das entero-
parasitoses e varios inquéritos epidemioldgi-
cos tém sido realizados durante décadas.

No Par4, a amebiase é considerada um im-
portante problema de satide ptblica, visto que
numerosos casos de formas invasivas, inclusi-
ve amebiase hepdtica, foram relatados por al-
guns autores 20,21,22,23,24,25. Assim, estudos epi-
demiolégicos utilizando metodologias mais sen-
siveis para o diagnéstico da infeccao por E. his-
tolytica tornam-se necessdrios a fim de se evi-
tar casos graves da doenca.

A pesquisa de coproantigenos tem sido uti-
lizada como diagndstico alternativo da infec-
¢do, pois diferencia E. histolytica de E. dispar,
reduz o tempo de execucao dos testes, é de facil
execucao e produz resultados satisfatérios. O
kit ELISA tem se mostrado eficaz no diagnodsti-
co da amebiase em diversos estudos epidemio-
légicos 18,26,27,28, Segundo Haque et al. 26, os re-
sultados da detecc¢do de coproantigenos por es-
se kit sdo comparéaveis aos das técnicas isoenzi-
madtica e de biologia molecular, considerados
padrdo-ouro para diagndéstico da infeccao.

No Brasil, esse kit tem sido utilizado por al-
guns grupos de pesquisa, porém os resultados
observados até o momento mostram freqiién-
cias inferiores as observadas em Belém, tanto
no estudo inicial realizado por P6voa et al. 18,
que encontrou positividade de 28,99%, como
neste estudo, cuja positividade foi de 29,35%.
Em Fortaleza (Ceard), Braga et al. 27,28 encontra-
ram indices de positividade de 10,6% 27 € 14,9%
28 entre 564 e 735 amostras analisadas, respec-
tivamente. Recentemente, Pinheiro et al. 29, ao
analisarem 59 amostras fecais de residentes na
cidade de Macaparana (Pernambuco), ndo en-
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Tabela 1

Resultados dos testes coproscépicos e ELISA (E. histolytica Test, TechLab Inc.,

Blacksburg, Estados Unidos) em 334 amostras testadas.

Coproscépico ELISA Total
Positivo Negativo

Positivo 43 31 74

Negativo 52 208 260

Total 95 239 334

contraram positividade para E. histolytica. Es-
tudos realizados em outras populagées do mun-
do, revelam prevaléncias varidveis da doenca.

O diagnéstico da amebiase intestinal pela
pesquisa de cistos/trofozoitas nas fezes tem si-
do avaliado desde que E. histolytica foi consi-
derada espécie distinta de E. dispar 30. Resulta-
dos discordantes entre os métodos parasitold-
gicos e outros métodos mais sensiveis tém sido
freqiientemente observados.

Nossos achados demonstram elevada dis-
cordancia (24,85%) entre resultados dos testes
coproscépico e ELISA. Tal discordancia € espe-
rada, pois os métodos parasitolégicos sdo con-
siderados de baixa sensibilidade nao sendo ca-
pazes de diferenciar E. histolytica de E. dispar.

Adicionalmente, a ndo diferenciacao de E. his-

tolytica/E. dispar de outras espécies de amebas
pertencentes a classe Lobosea pode ter contri-
buido com os resultados falsos-negativos e fal-
sos-positivos observados. Segundo Haque et al.
31 e Evangeloupolos et al. 32 a sensibilidade do
método coproscépico estd em torno de 60,0%.

Dependendo da populacgdo estudada, os mé-
todos coproscépicos podem subestimar ou su-
perestimar a prevaléncia da doenca. No Brasil,
Braga et al. 27,28 encontraram uma subestimati-
va da infeccdo por E. histolytica na cidade de
Fortaleza (Ceard). Por outro lado, estudos reali-
zados em Pernambuco demonstram a presen-
ca apenas da E. dispar, considerada espécie
ndo patogénica 29,33,34. Assim, nossos resulta-
dos sugerem que amebiase intestinal na regido
metropolitana de Belém é um importante pro-
blema de satide ptblica.

De acordo com o estabelecido pela OMS 35,
o tratamento da amebiase deverd ser adotado
somente nos casos em que E. histolytica for es-
pecificamente confirmada. Além do método
ELISA utilizado, outras técnicas podem ser em-
pregadas como métodos alternativos ao exame
parasitolégico de fezes, dando maior confiabi-
lidade ao diagnéstico da infeccao.
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Resumo

O status epidemioldgico da amebiase estd sendo rea-
valiado desde que a Entamoeba histolytica (patogéni-
ca) foi considerada espécie distinta de Entamoeba dis-
par (ndao patogénica). Em nosso estudo, realizamos
pesquisa de antigenos de E. histolytica em amostras
fecais de pacientes residentes na cidade de Belém, Pa-
rd, Brasil, utilizando ensaio imunoenzimdtico (E. his-
tolytica Test, TechLab Inc., Blacksburg, Estados Uni-
dos) disponivel comercialmente. Foram analisadas
845 amostras, com positividade em 248 (29,35%). A in-
fecgdo por E. histolytica foi maior no grupo etdrio aci-
ma de 14 anos (30,36%) que no grupo de 0-14 anos
(28,28%), porém sem significancia estatistica (p < 0,05).
Do total de amostras analisadas, 334 foram também
investigadas por métodos parasitolégicos (direto,
Hoffman e Faust et al.). Houve discorddncia nos resul-
tados dos métodos ELISA e coproscopico em 83 amos-
tras (24,85%), com maior niimero de positivos no teste
imunoenzimdtico. Assim, nossos resultados sugerem
que a amebiase intestinal é um importante problema
de satide ptblica na Regido Metropolitana de Belém.
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