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CONTRIBUI(}Z\O AO ESTUDO DO DIAGNOSTICO
CLINICO LABORATORIAL E DIFERENCIAL DAS
Entamoeba histolytica E Entamoeba dispar

RESUMO

Desde que, a Entamoeba histolytica foi considerada espécie distinta da Entamoeba
dispar, o diagnéstico diferencial entre elas tornou-se indispensavel. Nesse cenario
esse estudo, objetivou realizar uma revisdo bibliografica a partir de documentos e
bases de dados consolidadas com a meta de subsidiar os profissionais em saude
sobre o conhecimento no que concerne aos exames clinicos laboratoriais para
efetuar a distingdo entre os amebideos antes citados, minimizando as duvidas que
por ventura permeia esses profissionais.

PALAVRAS-CHAVE: Diagnéstico Diferencial; Entamoeba histolytica; Entamoeba
dispar.

CONTRIBUTION TO THE STUDY OF CLINICAL
LABORATORY AND DIFFERENTIAL DIAGNOSIS OF THE
Entamoeba histolytica AND Entamoeba dispar

ABSTRACT

Since Entamoeba histolytica was considered distinct specie from Entamoeba dispar,
the different diagnostics between them became indispensable. In this scenario, this
study aimed the realization of a bibliographic revision starting at documents and
consolidated data bases, with the goal of subsidize the health proffessionals about
the knowledge of what concerns about clinical lab exams, to make a distinction
between the species upped cited, minimizing the doubts that could eventually come
to the mind of those proffessionals.
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INTRODUGAO

A amebiase é causada pelo protozoario Entamoeba histolytica, pertencente ao filo
Sarcomastigophora e classe Sarcodina (SANTOS; SOARES, 2008). Devido sua distribuicédo e o
elevado numero de infectados é considerada uma parasitose cosmopolita, acometendo cerca de
500 milhdes de pessoas, sendo que 100 mil morrem anualmente em consequéncia da forma
invasiva da doenga (OMS, 1997; XIMENEZ et al., 2009; LORENZI et al., 2010; OLIVEIRA, 2011).
A amebiase é avaliada como sendo a segunda causa de morte desencadeada por protozooses
mundialmente, atras apenas da malaria (DELIALIOGLU et al., 2004).

Pesquisas desenvolvidas nas ultimas trés décadas do século XX verificaram a existéncia
das duas espécies, conforme havia proposto Brumpt em 1925 e que seus cistos sao
morfologicamente congéneres quando observadas em amostras fecais por microscopia de luz,
cujo protocolo é o mais utilizado na rotina dos laboratérios clinicos para diagnosticar amebideos
(DIAMOND; CLARK, 1993).

A Organizacdao Mundial de Saude (OMS), em 1997, reconheceu a existéncia da
Entamoeba dispar e recomendou o desenvolvimento de diagndsticos clinicos laboratoriais que
apresentassem sensibilidade, especificidade e fossem capazes de diferenciar Entamoeba
histolytica e Entamoeba dispar. Mediante o exposto, o presente trabalho objetivou contribuir para
o conhecimento dos profissionais em saude a respeito do diagnostico clinico laboratorial e
diferencial dos amebideos Entamoeba histolytica e Entamoeba dispar, através de um
levantamento exploratério bibliografico, visto que a diferenciagdo dessas espécies € de suma

importancia para prevengao da parasitose, conduta terapéutica, igualmente para a saude publica.

METODOLOGIA

Trata-se de um estudo de natureza bibliografica e documental desenvolvido de Agosto de
2013 a Novembro de 2013. O levantamento bibliografico foi realizado através de consultas a livros
e periédicos, bem como artigos cientificos oriundos das bases de dados indexadas: Scientific
Electronic Library Online - SciELO, Literatura Latino-Americana e do Caribe em Ciéncias da
Saude - LILACS, Medical Literature Analysis and Retrieval Sistem on-line - MEDLINE.

Quanto a pesquisa dos dados, foram usadas as terminologias cadastradas nos Descritivos
em Ciéncias da Saude (DeCS) gerados pela Biblioteca Virtual em Saude (BVS). Padronizados a
partir do MeSH - Medical Subject Headings da U.S. National Library of Medicine(NLM), que admite
0 uso de terminologia comum em Portugués, Inglés e Espanhol.

Os grupos de palavras-chave empregadas para busca nas bases de dados foram:
Entamoeba histolytica e Entamoeba dispar; Diagndstico Laboratorial Parasitologico das
Entamoeba histolytica e Entamoeba dispar; Diagndstico Laboratorial Imunolégico das Entamoeba

histolytica e Entamoeba dispar; Diagndstico Laboratorial Molecular das Entamoeba histolytica e
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Entamoeba dispar; Diagndstico Laboratorial Diferencial entre Entamoeba histolytica e Entamoeba
dispar. Por tratar-se de uma revisao bibliografica se buscou informac¢des em trabalhos cientificos
desde 1925 até 2012, com a meta de melhor embasamento.

Os critérios de inclusdo foram pesquisas e evidéncias que abordasse o diagnéstico clinico
laboratorial dos amebideos Entamoeba histolytica e Entamoeba dispar e também aqueles que
discorreram sobre o diagndstico diferencial dos protozoarios supracitados, sendo excluidos os
estudos nao pertinentes ao diagnéstico clinico laboratorial e diferencial das Entamoeba histolytica

e Entamoeba dispar.

DISCUSSAO TEORICA

Breve histoérico e sistematica da avaliagao do diagnoéstico clinico laboratorial e diferencial

das Entamoeba histolytica E Entamoeba dispar

Existem relatos de pessoas com sintomas de disenteria datada antes de Cristo que
cursava de forma contagiosa, com provavel origem amebiana (LESH, 1975). Seus sintomas ja
eram evidenciados pelos Hebreus, cujos sem os conhecimentos cientificos que explicassem as
causas das disenterias que apresentavam fezes diarréicas, sanguinolentas ou ndo, e que
poderiam conduzir-se juntamente com ulceragdes intestinais, tenesmo e dores abdominais
(ARRUDA, 2008; CHAVES et al., 2010).

Na Rdussia, apés o falecimento de um camponés por disenteria prolongada, o médico
Fedor Aleksandrovich Losch, em 1875, encontrou a forma de trofozoito da Entamoeba histolytica,
ao examinar a amostra fecal do falecido. Posteriormente, ensaios pré-clinicos reproduziram a
amebiase intestinal, inoculando em animais o parasito do camponés acima referido e assim
comprovando a patogenicidade dessa ameba, com a presencga de exsudatos purulentos retirados
das ulceragbes presentes na mucosa intestinal, e das fezes, que continham formas trofozoiticas
(Loésch, 1875 citado por Jackson, 1998).

A disenteria foi reconhecida, entretanto, como uma doenga severa no século XVIII, e
devido a proporgao de pessoas acometidas por esse agravo a saude, chegando a quantidade
superior ao esperado, foi considerada uma epidemia. O diagndstico do abscesso amebiano
hepatico (AH), na época dos anos 70, era baseado em suspeitas clinicas, resultados de exames
laboratoriais nao especificos, e a confirmacao era feita através de pungao hepatica ou intervecao
cirargica (PINILLA et al., 2008).

O periodo de 1988 a 1993 compreendeu uma fase de desenvolvimento de pesquisas que
buscaram provar as diferengas bioquimicas, genéticas e antigénicas entre as espécies de amebas
(SANTOS et al.,, 2007). Tendo a Entamoeba histolytica seu status taxonémico reescrito

formalmente em 1993 por Diamond e Clark, diferenciada da Entamoeba dispar, como Brumpt
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sugeriu em 1925 a partir de evidéncias baseadas em estudos imunoldgicos, bioquimicos e
genéticos (ARRUDA, 2008).

No que concerne a Sistematica dos amebideos acima referidos, tem-se que a Entamoeba
histolytica pertence ao Reino Protista, Subreino Protozoo, Filo Sarcomastigophora, Subfilo
Sarcodina, Superclasse Rhizopoda, Classe Lobosea, Subclasse Gymnamoebia, Ordem
Amoebida, Subordem Tubulina, Familia Entamoebida, Género Entamoeba e Espécie Entamoeba
histolytica. Quanto a Entamoeba dispar sua Sistematica difere apenas na espécie que € nomeada
como Entamoeba dispar (LEVINE-CHAIRMAN et al., 1980).

Etiologias, formas de vida, ciclo evolutivo e peculiaridades da relagao parasita-hospedeiro

As Entamoeba histolytica, Entamoeba dispar, Entamoeba coli, Entamoeba gingivalis,
Endolimax nana, lodamoeba butschlii, Dientamoeba fragilis sdo as espécies de amebideos que
acometem o homem, dentre elas apenas a Entamoeba histolytica causa danos ao organismo de
seu hospedeiro (CHAVES et al., 2010).

As formas de vida do complexo Entamoeba histolytica/Entamoeba dispar sdo os cistos e
trofozoitos com fases bem definidas. Os pré-cistos antecedem os cistos antes de se diferenciarem
completamente, e os metacistos vém antes dos trofozoitos maduros se formarem, sendo que as
ultimas duas formas citadas sdo definidas como fases intermediarias ou alternativas
(DOLABELLA, 2007).

Na fase de trofozoito o parasita se apresenta na forma vegetativa, posto, respira, reproduz,
alimenta-se, locomove, excreta, e sdo extremamente sensiveis a mudangas de temperaturas, pH,
osmolaridade e potencial de oxido-redugéo ou seja, desenvolve todas as atividades mantenedoras
da vida. Seu tamanho pode variar bastante, em torno de 10um a 40pm (MANOEL et al., 2011). Ja
Santos et al. (2005) afirmou que nas formas invasivas esse didmetro pode chegar até a 60um e
comumente, a média € de 25um.

E notavel a expansdo de dobras citoplasmaticas curtas em pequena quantidade e
transitoria (pseudopodes), estomas/cistéstomas e um urdide posterior na sua superficie. Os
pseudépodes (lobopddios) podem se formar espontaneamente em qualquer area superficial de
seu corpo, sendo sua zona anterior a mais frequente (GONZALEZ-ROBLES; MARTINEZ-
PALOMO, 1983).

O citoplasma do trofozoito é dividido em duas superficies, apesar de ndo estarem
claramente separadas. O ectoplasma que se caracteriza pela auséncia de estruturas
membranosas ou vacuolares e relacionadas aos pseudopodes e endoplasma, onde a presenca de
vesiculas e vacuolos de tamanhos diferentes é abundante, rodeada por uma matriz
citoplasmatica. No citoplasma observa-se a presengca de hemacias fagocitadas na Entamoeba
histolytica. Possui um nucleo esférico, ndo fixo, com um endossoma central (CHAVEZ-MUNGUIA
et al., 2008).
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Os pré-cistos representam um estagio intermediario, pois sdo formas entre os trofozoitos e
os cistos, sendo ovais ou ligeiramente arredondadas com tamanho inferior ao dos trofozoitos
(DOLABELLA, 2007). Quanto aos cistos maduros, segundo Vieira (2004) sdo esféricos ou ovais,
medem de 10 um a 16 um, ja Dolabella (2007) e Freitas (2007) mencionam um didmetro de 8um a
20um, com uma média de 12um.

Apds entrada do cisto no trato digestério do hospedeiro ocorre transformagdo em
metacisto, ameba tetranucleada, cuja seu mecanismo de liberacdo ainda €& desconhecido. Ao
duplicar seus nucleos e citoplasmas inUmeras vezes originam-se dos metacistos quatro e depois
oito amebas uninucleadas, chamadas de trofozoitos metacisticos com 8um de didmetro (MANUEL
et al., 2011).

No que diz respeito ao ciclo biolégico da Entamoeba histolytica, esse é simples e gira em
torno basicamente de dois estagios bem definidos, que sido os cistos, forma resistente,
causadores da infeccdo e os trofozoitos ameboides, forma vegetativa (SILVA; GOMES, 2005). E
um ciclo do tipo monoxénico, uma vez que nao necessita de hospedeiro intermediario para se
desenvolver, sendo o homem seu hospedeiro natural (SILVA, 2005).

A infecgao inicia quando o homem ingere o parasito no estagio de cisto maduro, através do
contato fecal-oral, ingestdo de agua e/ou alimentos que estejam contaminados por fezes de
pessoas parasitadas. Maos sujas infectadas podem transmitir o parasita homem a homem, mas
formas menos habituais como o sexo oral/anal e equipamentos de lavagem intestinal
contaminados também s&o meios transmissiveis (CORDEIRO; MACEDO, 2007; OLIVOS-GARCIA
etal., 2011).

Devido a sua parede cistica resistente, ao passar pelo estdmago o cisto resiste a acidez do
suco gastrico do 6rgao e chega ao intestino, onde ocorrera o desencistamento na regiao ileocecal,
que fica na porgao terminal do intestino delgado, local de baixa tensdo de oxigénio (FREITAS,
2007; VIEIRA, 2004). De uma pequena fenda localizada na parede do cisto € liberado o metacisto,
apos o desencistamento (VIEIRA, 2004). Embora alguns estudos mostrem que a forma de vida
liberada seja o trofozoito metacistico (ARRUDA, 2008; SILVA, 2005).

Apos inumeras divisdes nucleares e citoplasmaticas, cada metacisto da origem a quatro e
em seguida a oito trofozoitos metacisticos, esses migraram para o intestino grosso até o célon,
onde se fixam e estabelecem adesdo a camada de mucina que reveste a superficie do epitélio
intestinal (MARTINEZ-PALOMO, 1989).

No intestino, crescem e alimentam-se ingerindo bactérias e particulas nutritivas do meio,
multiplica-se por divisdo binaria simples e ao se desprenderem da mucosa intestinal por
mecanismos que ainda nao foram totalmente esclarecidos, transformam-se em pré-cistos, em
seguida, cistos, que sado as formas de resisténcia (CORDEIRO; MACEDO, 2007; DOLABELLA,
2007). Os cistos sdo eliminados nas fezes, completando o ciclo de vida do parasita e se os
dejetos fecais nao forem devidamente descartados (saneamento basico) poderédo infectar outros
individuos (OLIVOS-GARCIA et al., 2011).
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A susceptibilidade do hospedeiro a infeccdo por Entamoeba histolytica vem sendo
questionada desde 1913, quando Walker e Sellards demonstraram varia¢cdes de resposta
individual do hospedeiro e manifestagdes clinicas variadas, desde assintomaticas até colites
disentéricas, a partir da infeccdo cistica em voluntarios. Pérez-Tamayo (1986) reportou como
patogenia os fatores que levam a invasao da Entamoeba histolytica, sua evolugao e seu resultado
final. J& Hamm et al. (2009) definiram como sendo a produg¢ao ou ndo de uma enfermidade pelo
parasito, bem como sua relacdo especifica com o hospedeiro e que sua viruléncia varia desde
formas assintomaticas até as formas invasivas letais.

A citotoxicidade do amebideo supracitado é multifatorial e diversas variaveis estao
envolvidas nos mecanismos de viruléncia e patogenicidade para que ele se manifeste na sua
forma invasiva. Fatores intrinsecos do hospedeiro, parasito e meio ambiente podem influenciar no
progresso da infeccdo (CORDEIRO; MACEDO, 2007; PETRI-JUNIOR, 2002). Apesar das causas
que desencadeiam a infeccdo amebiana ainda serem pouco conhecidas. Lesbes intestinais e
hepaticas sdo exemplos de contraste de como a ameba e a resposta do hospedeiro nos dois
6rgaos podem atuar de maneira diferente (OMS, 1997).

A Entamoeba histolytica pode agir de diferentes formas no organismo do hospedeiro,
desenvolvendo quadros que podem variar de assintomaticos a colite amebiana fulminante ou a
necrose hepatica, fator que pode levar o hospedeiro a 6bito, além de casos intermediarios, que
sdo os mais comuns (VIEIRA, 2004). Como exemplo, a diferenca entre lesdes causadas pelo
protozoario no intestino e a forma hepatica (OMS, 1997).

Existem propostas que diferentes tipos de moléculas amebianas sdo os agentes indutores
da destruicdo celular através de dados de experimentos in vivo e in vitro a partir de uma alta
variedade de modelos experimentais (FREITAS, 2007). Essas moléculas sdo as adesinas,
amebaporos, colagenases, cisteina proteinases (CPs), serino proteinases e fosfatases. Essas
proteinas e outros antigenos de superficie do parasita sdo potenciais alvos para vacinas (COSTA,
2010).

A invasdo da mucosa intestinal pelos trofozoitos acontece quando o equilibrio parasito-
hospedeiro se desfaz. Apds células epiteliais intestinais serem lisadas pelos trofozoitos, esses
atravessam a mucosa até atingirem a submucosa. Com a destruicdo da mucosa os trofozoitos se
disseminam no tecido aprofundando a lesdo e se deslocando longitudinalmente. Devido a isso
uma zona de necrose liquefeita é produzida, que leva a formagao de pequenas ulceras superficial.
A imunidade do hospedeiro se altera a medida que as CPs sao secretadas pelos trofozoitos, os
quais alcangaram a corrente sanguinea (OLIVEIRA, 2011). As CPs sao capazes de degradar as
imunoglobulinas da classe A como IgA e IgG presentes nas mucosas, clivando suas cadeias
pesadas (OLIVEIRA, 2011; BRITO et al., 2007).
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Diagnéstico laboratorial e diferencial dos amebideos Entamoeba histolytica/Entamoeba

dispar

O diagndstico laboratorial de rotina da Entamoeba histolytica é realizado a partir da
pesquisa de cistos e/ou trofozoitos nas fezes por microscopia de luz. Geralmente a forma cistica é
encontra nas fezes solidas e os trofozoitos nas amostras fecais liquefeitas, diarréicas ou pastosas
(MANUEL et al., 2011).

Com a consolidagao do complexo Entamoeba histolytica/Entamoeba dispar e sendo as
duas espécies morfologicamente idénticas e biologicamente distintas, foi necessario o uso de
outras ferramentas que pudessem confirmar a infeccdo pela Entamoeba histolytica, visto que o
diagnéstico do parasita através da microscopia de luz permite s6 a observancia da morfologia do
amebideo (SOBKY et al., 2011). Essa constatacdo levou OMS interferir e recomendar que a
identificacdo da Entamoeba histolytica deva ser por métodos especificos € quando confirmada os
portadoras tratados, sendo eles sintomaticos ou nao (VIEIRA, 2004).

As pesquisas em busca de solucionar o problema da diferenciacdo do complexo
Entamoeba histolytica/Entamoeba dispar se intensificaram e ensaios envolvendo resultados
relacionados a biologia, aos aspectos imunoldgicos e genéticos foram conduzidos (KHAIRNAR,; et
al., 2007; GUTIERREZ-CISNEROS et al., 2010).

Nas fezes com consisténcia liquefeita, diarréica e pastosa a manipulagéo é realizada pelo
método & fresco e o diagndstico sinaliza para a forma de trofozoito, esse procedimento deve ser
executado no maximo de 20 minutos a 30 minutos apds a evacuagao, para que se possa observar
a mobilidade das amebas (CHAVES et al., 2010). Fotedar et al. (2007) reportaram, todavia, que é
admissivel notar a motilidade do amebideo até uma hora apds a eliminagdo das fezes se
conservadas a temperatura de 4°C. No entanto, os autores acima corroboraram que eritrécitos
podem ser encontrados no citoplasma de Entamoeba histolytica.

Para Cordeiro e Macedo (2007), igualmente TANYUKSEL e PETRI-JUNIOR (2003), a
eritrofafocitose ndo pode ser considerada um fator de classificacdo para o diagndstico da
Entamoeba histolytica devido a Entamoeba dispar ter também capacidade de englobar eritrocitos,
embora, com menor frequéncia.

O tempo decorrido entre a evacuagao das fezes e sua condugdo ao laboratério também
pode influenciar no resultado, contudo, a investigacdo de trés amostras fecais em periodos
alternados de ndo mais que dez dias € recomendado por propiciar um resultado relativamente
mais seguro para a pesquisa do complexo em estudo, além de, contemplar o nuance da
intermiténcia nos seus ciclos evolutivos, ou seja, a capacidade de por um periodo de até dez dias
durante seus ciclos biologicos n&o ocorrer encistamento (REY, 2008).

No que tange aos exames imunolégicos, esses evoluiram bastante nos ultimos anos e
podem proporcionar o diagnéstico da Entamoeba histolytica por meio da formagéo de anticorpos.

Ha uma variedade de Técnicas, como a Hemaglutinacdo Indireta (HAI), Aglutinagdo do Latex,
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Reacdo de Fixagdo do Complemento, Contraimunoeletroforese (CIE), Teste de Imunodifusdo
Dupla em Gel de Agar, Reagdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFA), e Ensaio Imunoenzimatico
(ELISA) (DOURADO et al., 2006). O diagnostico por ELISA tem sido cada vez mais utilizado, em
especial quando a amebiase é extra-intestinal ou com abscesso hepatico amebiano (OLIVOS-
GARCIA et al., 2011; ZENGZHU et al., 1999).

Fotedar (2007) mencionou um estudo realizado em &rea endémica do Vietnam para
Entamoeba histolytica, cujo mostrou em portadores assintomaticos uma significativa quantidade
de anticorpos anti-ameba, 82,6%. Resultados esses confirmados por Reacao de Polimerase em
Cadeia em Tempo Real. Ja Santos; Soares (2008), e Ravdin et al. (1990) afirmaram que a
sensibilidade de detecgdo de anticorpos no soro de paciente com abscessos hepaticos pode
chegar a 100%.

Embora, sua sorologia exiba alta especificidade e sensibilidade, o Teste por ELISA
demonstra limitagcbes, como desnaturacdo dos antigenos devido as amostras fecais serem
conservadas com formalina ou serem congeladas diversas vezes, assim como presenca de
anticorpos que permanecem circulantes mesmo apés a infecgao, conforme Liang et al. (2010) e
Caballero-Salcedo et al. (1994).

Um diagndstico por ELISA em individuos de areas endémicas se torna ineficiente, pois,
nao ha como distinguir se a infeccado € passada ou atual, visto haver a possibilidade do paciente ja
ter sido previamente exposto a Entamoeba histolytica, devido ao periodo de permanéncia dos
titulos de anticorpos que continuam positivos durante meses apés infecgao, entretanto, pode ser
interessante em regides de baixa endémicidade (ARRUDA, 2008). Silva et al. (2005) reportaram
que o ELISA é considerado um método alternativo devido a sua rapidez, praticidade, sensibilidade
e especificidade serem maiores quando comparado ao exame protoparasitolégico de fezes por
microscopia de luz, podendo ser incluido na rotina laboratorial.

Nas fezes, a pesquisa de antigeno esta baseada na diferenciagao antigenica das lectinas
que estao presentes na superficie dos trofozoitos do complexo Entamoeba histolyitca/Entamoeba
dispar, porém, sem depender da integridade do trofozoito. Essas lectinas se ligam
especificamente e reversivelmente a estrutura de carboidratos que estao agregados as proteinas
e lipidios da superficie celular. Foi essa interagdo que possibilitou a diferenciacao das espécies
pelos ensaios imunoenzimaticos. Ja se encontram largamente em uso anticorpos monoclonais
com epitopos especificos para Entamoeba histolytica, fomentando um diagnaéstico diferencial mais
seguro nas fezes (BUSS et al., 2008).

A presencga do anticorpo IgG no soro pode ser encontrada acima de 95% em apenas uma
semana logo apds o inicio da sintomatologia dos portadores que apresentam colite amebiana e
abscesso hepatico amebiano. E normal que testes sorolégicos tenham resultados falsos positivos,
em algumas ocasides, por isso deve ser repetidos se houver a suspeita, segundo Weber et al.,
(2006); Sanchez-Guillén et al., (2000).
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Para Jetter et al. (1997), esses resultados falso-positivos podem acontecer devido a
presenca dos anticorpos antilectinas estimulados pela Entamoeba dispar colonizada no lumen
intestinal, fato esse que ocorre raramente, pois para Silva (2005), a Entamoeba histolytica é a
responsavel pela produgdo desses anticorpos. Ja Cordeiro e Macedo (2007) comentaram que
podem ser encontrados resultados falsos negativos em teste soroldgico quando realizado em
fases iniciais da infeccdo, porém, se executados mais tardiamente os resultados serao
positivados.

Santos e Soares (2008) postularam que o anticorpo IgG pode permanecer no organismo
do hospedeiro durante anos depois de ter sido infectado por Entamoeba histolytica. Quanto a
deteccao do anticorpo IgM, ela pode ser feita durante a infeccdo presente ou corrente, pois tem
curta duragdo. Sua detecgdo em parasitados com colite aguda em menos de uma semana foi
realizada de maneira satisfatéria, posto, 45% dos examinados apresentaram anticorpos de IgM
antilectinas.

O diagnéstico de um individuo com abscesso hepatico amebiano também pode ser
realizado pela Hemaglutinagao Indireta, ferramenta altamente especifica em imunodeficientes com
sintomas gastrointestinais. Apresenta, contudo, sensibilidade inferior quando comparado com
ELISA, principalmente, em portadores de HIV por possivelmente ndo produzirem anticorpo anti-
ameba, induzindo a resultados falsos negativos (HUNG et al., 1999; SANCHEZ-GIILLEN et al.,
2000). Sheehan et al. (1979) afirmaram que a Técnica CIE é 100% sensivel na detec¢do de
anticorpos de pessoas que apresentam amebiase extraintestinal, embora, se apresente baixa na
amebiase intestinal.

A diferenciagdo entre as espécies Entamoeba histolytica e Entamoeba dispar também
pode ser por Técnicas de Biologia Molecular. Essas Técnicas sao capazes de instituir sequéncia
especificas de nucleotideos em genes evolutivamente conservados nas espécies. A PCR tem
revelado ser especifica e sensivel para o diagnéstico das doencgas infectoparasitarias (SINGH,
1997; KHAN et al.,, 2006). A PCR possibilita que, a partir de uma sequéncia especifica de
fragmentos de DNA, milhées de copias sejam produzidas in vitro dentro de minutos (SOUZA,
2005). Essa amplificagéo & possivel mesmo quando a quantidade do DNA ¢ infima (SANTOS et
al., 2011).

Por meio de uma sintese enzimatica que ocorre in vitro, a PCR permite que milhdes de
segmentos especificos de DNA sejam amplificados, partindo de um DNA molde, e essa reagao
enzimatica é catalisada através da presenga da enzima DNA polimerase termoestavel, conhecida
como Taq DNA polimerase, capaz de suportar temperaturas elevadas sem perder sua atividade e
seu trabalho é copiar o material genético (PASTERNAK, 2007). Isso explica sua alta
especificidade e sensibilidade, possibilitando que as espécies das amebas Entamoeba histolytica
e Entamoeba dispar sejam diferenciadas (CORDEIRO; MACEDO, 2007).

O desenvolvimento de novos processos baseadas na técnica de PCR vem

consideravelmente sendo desenvolvidos, contribuindo para o diagnéstico clinico de amebas como
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as Entamoeba histolytica e Entamoeba dispar em amostras fecais, ao detectar e amplificar
regides especificas de seus DNAs (KHAN et al., 2006; VIEIRA, 2004). A identificacdo da cepa da
Entamoeba histolytica pode ser feita através de varios espécimes clinicos como amostras fecais,
aspirado de abscesso hepatico e tecidos, entre outros espécimes (FOTEDAR, 2007).

O PCR Multiplex, variagao do PCR convencional, foi desenvolvido com o intuito de elevar a
sensibilidade do ensaio, onde a deteccao e diferenciacdo da Entamoeba histolytica/ Entamoeba
dispar sao realizadas simultaneamente e em uma Unica rodada, quando as amostras fecais sédo
positivas para cistos das amebas supracitadas (LIANG et al., 2010). Essa modificagcdo na PCR
possibilitou ampliar sua sensibilidade para 94% e especificidade para 100%, segundo Nufez et al.
(2001). Liang et al. (2010) preconizaram ainda que, a inclusdo do PCR Multiplex em Tempo Real
reduz contaminagoes, tempo de resposta e reagentes (HAMZAH et al., 2010).

O PCR em Tempo Real demonstra maior sensibilidade que a microscopia e a cultura para
o diagndstico correto da Entamoeba histolytica, de acordo com Blessmann et al, (2002), devido a
maior quantidade de amostras positivas. No entanto, apesar do baixo custo dos reagentes, é
limitada a laboratérios com equipamentos sofisticados, e segundo Olivos-Garcia et al. (2011),
esse fator torna PCR em Tempo Real uma tecnologia dispendiosa e atualmente ndo se encontra
acessivel a regides endémicas. Embora seja um procedimento adaptavel a rotina de laboratérios
bem equipados esse ndo substitui a microscopia (SANTOS et al.,, 2007). Alguns autores
mencionam que resultados falsos negativos podem ser induzidos tanto pela ndo uniformidade
fecal quanto por seus componentes endégenos que podem inativar o PCR (ORLANDI; LAMPEL,
2000).

CONCLUSOES

A amebiase é indubitavelmente, um grave problema de saude publica, portanto, €&
premente que casos positivos para Entamoeba histolytica/Entamoeba dispar em exames
parasitologicos de fezes se busque ferramentas que propiciem diferencia-las, a exemplo os
exames imunoldgicos, em especial ensaio imunoenzimatico e se possivel os moleculares. Quando
confirmado a presenca de Entamoeba histolytica € de suma importancia o tratamento do portador,
bem como a implantagdo de saneamento basico e educagdo em saude, principalmente em areas

endémicas.
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