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RGSUI’T’IO

A amebiase € uma infeccdo causada pela Entamoeba histolytica e considerada
importante causa de morbi-mortalidade no mundo. O estudo epidemiologico da
amebiase tem sido reavaliado desde que a E. histolytica, a causadora da forma
patogénica, foi distinta da E. dispar, causadora da forma ndo patogénica. A
recomendacdo da Organizacdo Mundial de Saude é fazer o tratamento apenas
nos pacientes com diagnostico especifico da infeccdo pela E. histolytica. O
objetivo desta pesquisa foi avaliar a prevaléncia da E. histolytica em alunos de 4 —
15 anos das escolas publicas da cidade de Maceid, mediante aplicacdo em série
dos testes de microscopia e ensaios imunoenzimaticos: ENZYMEBA® (Instituto de
Medicina Tropical “Pedro Kouri”,Havana, Cuba) e E. histolytica 11® (TechLab Inc.,
Blacksburg, Estados Unidos). O ENZYMEBA® confirmou todos os resultados
positivos para E. histolytica/E. dispar detectado pela microscopia seguido pela
aplicacdo do teste E. histolytica 1I® que detectou a presenca de E. histolytica. Um
total de 1.798 amostras fecais foi analisado de alunos de 18 escolas publicas. A
prevaléncia da infeccéo para E. histolytica/E. dispar pela microscopia e confirmado
pelo teste ENZYMEBA® foi de 3,8% e de E. histolytica foi de 1,0% pelo E.
histolytica 11°. A aplicacdo dos dois testes de ELISA permitiu definir a prevaléncia
de 2,8% para E. dispar. Considerando o teste E. histolytica 1 como padrdo de
referéncia, o baixo valor preditivo positivo da microscopia de 26,4% refletiu o
grande numero de resultados falso-positivos para amebiase por este método.
Todas as amostras fecais foram submetidas ao exame microscopico, indicando
gue 38,6% dos alunos estavam parasitados por um ou mais parasitos intestinais.
Os parasitos mais frequentes foram Ascaris lumbricoides (16,2%) e Trichuris
trichiura (11,7%). Os resultados deste trabalho demonstraram que o exame da
microscopia 6ptica ndo foi o0 método adequado para o diagnéstico da amebiase e
sugere a aplicagdo de métodos mais sensiveis para o diagndstico desta
parasitose, utilizando técnicas especificas que distingam a E. histolytica da E.

dispar.



Abstract

Amebiasis is an Entamoeba histolytica infection and is an important cause of
mortality and morbidity in the world. The epidemiologic study of amebiasis have
been reviewed since the division between E. histolytica, the pathogenic specie and
E. dispar, the apathogenic. Besides the World Health Organization recommends
medication treatment only in patients with the specific diagnosis of E. histotolytica
infection. The aim of this research was to estimate by optical microscopic exam
and ELISA tests — ENZYMEBA® by Tropical Medicine Intitute Pedro Kouri,Havana,
Cuba and E. histolytica 11® by TechLab Inc., Blacksburg, Estados Unidos — the
prevalence of E. histolytica in school children 4 — 15 years in public schools in the
city of Macei6. ENZYMEBA® confirmed the presence of E. histolytica/E. dispar
detected by optical microscopic and E. histolytica Il test® identified the occurrence
of E. histolytica. 1798 children samples of 18 public schools were analyzed. The
infection prevalence for E. histolytica/E. dispar which was tested by microscopic
and confirmed by ENZYMEBA® was 3,8%. There was an occurrence of E.
histolytica of 1,0% identified by E. histolytica Il test®. The application of two tests of
ELISA permitted to characterize a prevalence of 2,5% for E. dispar. Provided that
E. histolytica 11® was the golden standard test, the low positive predictive value of
26,4% in optical microscopic revealed of the vast amount of false-positives in the
survey. All samples were analyzed by optical microscopic examination which
detected 38,6% of school children were infected by one or more parasites and
3,8% of them by E. histolytica/E. dispar. Ascaris lumbricoides (16,2%) and
Trichuris trichiura (11,7%) were the most frequent parasites. The results
demonstrated that optical microscopic exam is not proper to diagnose amebiasis. It
is suggested the implementation of more sensitive methods for amebiasis analysis

with specific technique capable to distinguish E. histolytica and E. dispar.
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1 <<<< Introducéo

A amebiase é uma infeccdo determinada pela Entamoeba histolytica
(Schaudinn 1903), prevalente em todo o mundo e comum nos paises em
desenvolvimento. E responséavel pela morte de 100.000 pessoas por ano, sendo a
segunda causa de morte por protozoario, apds a malaria (GONIN e TRUDEL,
2003; WALSH, 1988; WHO 1997b).

A observacdo microscopica para pesquisa de cistos/trofozoitos nas fezes é
ainda o exame de escolha para o diagnoéstico da amebiase intestinal. No entanto,
este procedimento tem sido reavaliado desde que foi demonstrado que existem
espécies distintas de Entamoeba, que apesar de possuirem as mesmas
caracteristicas morfolégicas, sdo diferentes com relacdo a sua capacidade de
causar doenca (CLARK e DIAMOND, 1993). Considera-se atualmente a existéncia
de duas espécies sendo a E. histolytica invasiva e patogénica, e a Entamoeba
dispar (Brumpt 1925), ndo invasiva e ndo patogénica. Esta reclassificacao foi
resultado de dados clinicos, bioquimicos, imunoldgicos e genéticos, e
representaram um avanco significativo no conhecimento sobre a amebiase
(HUSTON e PETRI, 1999).

Como a infeccdo com a E. dispar é aproximadamente 10 vezes mais
comum que a infeccdo com a E. histolytica e ndo podem ter distin¢cdo visualmente,
0O uso da microscopia para o diagnostico da amebiase resulta em dados
superestimados e tratamentos desnecessarios. Além do que a microscopia tem
uma sensibilidade de apenas 60% comparada com a cultura e analise
isoenzimatica. Diante da incapacidade da microscopia de distinguir entre as duas
espécies (E. histolytica e E. dispar), a Organizacdo Mundial da Saude (OMS)
recomenda que o resultado do exame parasitologico de fezes realizado pela
microscopia deve ser registrado como E. histolytica/E. dispar (HAQUE et al., 1995;
HUSTON e PETRI, 1999a; WHO,1997a).

De acordo com o estabelecido pela OMS (WHO,1997b), devem ser
adotados procedimentos que permitam a diferenciacdo entre as duas espécies,
uma vez que o tratamento da amebiase devera ser administrado somente nos

casos em que E. histolytica for confirmada. As duas espécies podem ser
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1 <<<< Introducéo

diferenciadas por métodos bioquimicos, imunologicos e de biologia molecular.
Entre estes, os testes de deteccdo do antigeno tém sido aplicados em varias
pesquisas mediante sua rapidez, precisao e viabilidade, sendo um instrumento
para medir a prevaléncia da infeccao pela E. histolytica (DOGANCI et al., 2004;
HAQUE et al., 1999; NESBITT et al.,2004).

Clinicamente a E. histolytica e ndo a E. dispar é a responsavel pela
presenca de colite ou abcesso hepatico. Nao foram encontrados casos
documentados de doenca intestinal causada pela E. dispar. Apenas a E.
histolytica pode causar doenca intestinal e extraintestinal. (HAQUE et al., 1999;
TANYUKSEL e PETRI, 2003).

Os estudos publicados com a distingdo entre as espécies de Entamoeba
revelam que a prevaléncia da infeccdo € muito diferente de acordo com o lugar
(HAQUE et al., 2003). Em Bangladesh em estudo com pré-escolares foi observada
prevaléncia de 5% para E. histolytica e 13% para E. dispar; na Tanzania,
avaliando 842 individuos foi observado que 1% estava infectado pela E. histolytica
e 15% pela E. dispar; no Canada foi verificada prevaléncia de 1,0% para E.
histolytica e 7,3% para E. dispar (EVANGELOPOULOS et al., 2001; HAQUE et al.,
1999; NESBITT et al., 2004).

No Brasil em particular, existem diferencas quanto a frequéncia da
parasitose de acordo com a cidade pesquisada. Os indices mais elevados da
infeccdo foram observados em Belém, no Para, com cerca de 29% de individuos
diagnosticados albergando E. histolytica (POVOA et al., 2000; SILVA et al., 2005).
Em Fortaleza, no Ceard, Braga et al. (2001a) encontraram prevaléncia de 14,9% ,
enquanto em Pernambuco nenhum caso de infecgdo devido a E. histolytica foi
ainda registrado (ACA et al., 1994; PINHEIRO et al., 2004).

Em Alagoas, os dados sobre amebiase estédo inclusos nos estudos sobre
enteroparasitoses, utilizando a microscopia como método de diagnostico. Este
estudo se propde a estimar a prevaléncia da amebiase em escolares da rede
publica da cidade de Maceid, com a utilizagcdo de métodos especificos para o

diagnéstico da infeccao pela E. histolytica.
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1 <<<< Introducéo

Diante da caréncia no Brasil de estudos que confirmem o diagndstico
especifico da amebiase, esta pesquisa vira contribuir de forma efetiva para a

epidemiologia desta infeccdo em nosso pais.
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2 <<<< Objetivos

2.1. OBJETIVO GERAL

Determinar a prevaléncia da E. histolytica de alunos matriculados nas

escolas publicas da cidade de Macei6

2.2. OBJETIVO SECUNDARIO

Estimar a prevaléncia das enteroparasitoses de alunos matriculados nas

escolas publicas da cidade de Maceio.
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3 <<<< Entamoeba histolytica

3.1. ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS

A E. histolytica (Figura 3.1) é o agente etiologico da amebiase, importante
problema de saude publica, responsavel por um grande numero de doentes e
mortes por colite e abscesso hepatico em varias partes do mundo, principalmente
nos paises pobres. A E. dispar € uma ameba morfologicamente igual a E.
histolytica que também coloniza o intestino grosso, mas sem poder invasivo
(ESPINOSA-CANTELLANO e MARTINEZ-PALOMO, 2000; TROLL et al., 1997).

Figura 3.1. Cisto de Entamoeba histolytica

A amebiase é atualmente a segunda causa de mortalidade no mundo
causada por protozoario, ap6s a malaria, estimando-se que afete
aproximadamente 34-50 milhdes de individuos e seja responsavel por 100.000
mortes anualmente (DOGANCI et al., 2004; GONIN e TRUDEL, 2003; PETRI e
SINGH, 1999; TANYUKSEL e PETRI, 2003; WHO, 1997a). Entretanto o
diagnostico da amebiase tem sido tradicionalmente feito pela aplicacdo da
coproscopia, que é incapaz de diferenciar a E. histolytica da E. dispar. A distingao
entre as duas espécies vem sendo alvo de varios estudos, desde que Sargeaunt
et al. (1978) demonstraram que a Entamoeba patogénica e ndo patogénica
poderiam ser distinguidas individualmente usando a eletroforese isoenzimética
(HUSTON e PETRI, 1999a; WALSH et al., 1988). Estimar a verdadeira prevaléncia
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3 <<<< Entamoeba histolytica

da amebiase ndo tem sido facil, porque a maioria das pesquisas foi baseada no
resultado da coproscopia, limitando o entendimento da magnitude e epidemiologia
desta infec¢do (PETRI et al., 2000; TANYUKSEL e PETRI, 2003; WALSH, 1986).
Isso implica considerar que os dados mais recentes da distribuicdo da E.
histolytica no mundo sdo bem mais reduzidos (BLESSMANN et al., 2002).

As manifestacdes clinicas da amebiase podem se apresentar de formas
muito diversas. A maioria dos infectados ndo apresenta sintomas, e s6 uma
pequena percentagem sofre de febre, disenteria ou abscesso hepatico. O
acometimento extra-intestinal atinge com mais frequéncia o figado, causando a
hepatite amebiana ou o0 abscesso de figado; pode se estender para outros 6rgaos,
como cérebro, pulmdo e aparelho geniturinario, embora seja muito raro.
(ACKERS, 2002, WALSH, 1988). Sao considerados varios grupos de risco para
amebiase grave, como criangas, idosos, desnutridos, gestantes e pacientes em
uso de corticéides (HUSTON e PETRI, 1999a).

A amebiase é uma parasitose que atinge varias partes do mundo (Figura
3.2). Exceto na Colébmbia e no México, a doenca invasiva ndo parece ser muito
comum nas Américas Central e do Sul. Os dados de prevaléncia da Africa, da Asia
e subcontinente indiano evidenciam altas taxas de morbidade e mortalidade pela
amebiase. Entretanto, a amebiase ndo é uma doenga exclusiva do mundo em
desenvolvimento. Nos paises industrializados da Europa e América do Norte, a
amebiase afeta principalmente grupos definidos da populacdo como: homens
homossexuais, turistas que viajam para areas endémicas, doentes mentais
institucionalizados e imunodeprimidos HIV positivos (HUSTON e PETRI., 1999a;
WALSH, 1986).

No Brasil, os estudos sobre prevaléncia da amebiase nas populactes
testadas, apresentaram grande diversidade, variando de acordo com a regido. Em
Belém, no Para, foi estimada a prevaléncia de 29% (POVOA et al., 2000); em
Fortaleza, no Ceara, foram encontradas prevaléncias de 10,6% a 14,9% (BRAGA
et al.,1998, 2001a) e em Manaus, no Amazonas, 6,8% (SILVA et al., 2005). Em
Pernambuco, nenhum caso de infec¢éo devido a E. histolytica foi registrado (ACA
et al., 1994; NOZAKI et al., 1990; PINHEIRO et al., 2004).
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Figura 3.2. Prevaléncia da amebiase no mundo

3.2. RECONHECIMENTO DA Entamoeba dispar : ASPECTOS HISTORICOS

Em 1875, Fedor Aleksandrovich Losch estudou microscopicamente as
fezes de um camponés de Saint Petersburg na RuUssia, que sofria de disenteria
cronica. Ele observou grande nimero de microorganismos nas fezes do paciente,
que denominou de Ameba coli e demonstrou que produziam ulceracbes e
disenteria em cachorros. O paciente de Saint Petersburg foi o primeiro registro de
morte por amebiase, com a demonstracdo em sua necropsia de numerosas e
extensas ulceracdes na mucosa do colon. Em 1903, Schaudinn renomeou o
microorganismo de Lésch de Entamoeba histolytica (ACKERS, 2002; GALINDO,
2000).

Em 1925, Emile Brumpt sugeriu a existéncia da E. histolytica como um
complexo de duas espécies: a Entamoeba disenteriae, que causava a infeccéo

sintomatica e a Entamoeba dispar encontrada nos pacientes assintomaticos
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(BONILLA, 2001; GALINDO, 2000). Por muitos anos ndo se esclareceu se a
morbidade devido a infeccdo era consequéncia das diferencas do hospedeiro ou
do parasito.

O primeiro resultado bioquimico sugerindo que Brumpt estava correto foi
em 1973 quando Martinez-Palomo demonstrou diferengcas na aglutinagdo das
amebas patogénica e nao patogénica (ACKERS, 2002; HUSTON e PETRI, 1999a).
Depois, em 1978, Sargeaunt et al. empregaram e analisaram o0 padrdo
eletroforético das isoenzimas da hexoquinase do parasito, procedentes de
individuos com e sem manifestacdes clinicas, confirmando a existéncia de duas
espécies de ameba, uma vez que dois zimodemas distintos foram observados, o
que permitiu separar a espécie patogénica da apatogénica. A partir dai se concluiu
gque a ameba classicamente conhecida como E. histolytica na realidade
compreende duas espécies morfologicamente idénticas: a E. histolytica,
responsavel pela doenca, e a E. dispar um comensal do intestino grosso que nao
causa doenca (BONILLA, 2001; SARGEAUNT et al., 1978; TANYUKSEL e PETRI,
2003).

Os estudos evoluiram e diferengas bioquimicas, imunoldgicas e genéticas
entre as duas espécies foram observadas. Tannich et al. (1989), demonstraram
através da analise do DNA gendmico que a E. histolytica patogénica e a nao
patogénica representavam duas formas distintas geneticamente. Em 1993, Clark e
Diamond confirmaram a existéncia das duas espécies morfologicas idénticas
proposto por Brumpt e sugeriram o nome de E. dispar para a espécie ndo
patogénica. Finalmente, a OMS (WHO,1997a), em conferéncia na cidade do
México, formalizou esta nova definicho e recomendou varios critérios para a
separacado entre as duas espécies, tais como:

= O critério de tamanho usado para a descri¢cdo taxondmica classica da E.

histolytica ndo serve para distinguir entre a E. histolytica e E. dispar e no
diagndstico pela microscopia os cistos das duas espécies sao idénticos.

= Quando o diagnéstico for feito pela microscopia 6ptica, desde que os

cistos das duas espécies sao indistinguiveis, deve ser registrado como E.

histolytica/E. dispar.
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= Nos individuos assintomaticos o tratamento ndo é apropriado quando a
E. histolytica/E. dispar for identificada.
= A maneira correta € a identificacdo especifica da E. histolytica e, se

presente, tratada.

3.3. Entamoeba histolytica: PATOGENICIDADE E VIRULENCIA

A infeccdo amebiana tem inicio quando cistos maduros de E. histolytica séo
ingeridos e se multiplicam no intestino grosso de individuos suscetiveis. A E.
histolytica pode invadir a barreira do epitélio intestinal e causar manifestacfes
clinicas intestinais e extra-intestinais. Em experiéncias com animais, foi
demonstrado que a E. dispar ndo produz les@es invasivas na mucosa do intestino
(CLARK e DIAMOND, 1994; MARTINEZ-PALOMO e ESPINOSA-CANTELLANO,
1998; ZAKI et al.,2002).

Vérios fatores do hospedeiro e do parasito influenciam o processo de
invasdo e desenvolvimento da doenca amebiana. A E. histolytica é um patégeno
com varios graus de viruléncia, ou seja, € capaz de produzir doenga, todavia com
apresentacdo clinica bastante diversificada. No que tange a E. dispar,
demonstrou-se que ela é apatogénica (CLARCK e DIAMOND, 1994; WALSH,
1986). Foram identificadas proteinas associadas com a viruléncia da E. histolytica,
entre elas a lectina inibitéria da aderéncia de galactose e N-acetil-D-galactosamina
(Gal-GalNac) da E. histolytica € uma proteina de superficie que media a aderéncia
do parasito a mucosa do colon, células epiteliais e outras célula alvo; os
amebaporos, peptideos que lesam as células do hospedeiro e as proteases, que
degradam os tecidos do hospedeiro (ESPINOSA-CANTELLANO e MARTINEZ-
PALOMO, 2000; GALINDO, 2000; GILCHRIST e PETRI, 1999; PETRI e SINGH,
1999).

3.3.1.Fatores de risco para amebiase
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Os estudos epidemiolégicos demonstram que a infeccdo pela E. histolytica
€ endémica nos paises subdesenvolvidos de clima temperado e tropical e que o
baixo nivel socioecondmico e condi¢cdes higiénico-sanitarias inadequadas sao
fatores de risco para instalacdo da infeccdo (TANYUKSEL e PETRI, 2003). A
avaliacdo dos indicadores ambientais, demograficos, socioeconémicos e de saude
é de fundamental importancia no estudo da amebiase na crianca e possibilita
determinar a prevaléncia de diversos problemas de saude, identificando os
possiveis fatores de risco para a morbidade infantil, e em particular, para infeccéo
pela E. histolytica.

Os indicadores ambientais — de habitacdo, agua e saneamento — ndo sé
revelam o local e as condicdes de moradia, mas sdo também importantes
indicadores socio-econbmicos. A auséncia de agua tratada para beber foi
responsavel por multiplas parasitoses observadas na cidade do México, incluindo
a infeccdo pela E. histolytica e E. dispar (RAMOS et al., 2005). No Vietnam foi
demonstrada uma forte associacédo da auséncia de anticorpos antiamebianos nos
individuos com acesso a sanitario e a agua encanada. Ao contrario, foi observado
alto nivel de anticorpos nos individuos que usavam agua de rio (BLESSMANN et
al., 2002). Pillai et al. (1999), no Canad4, elegeram como fatores de risco para
infeccdo pela E. histolytica: viagem dentro de seis meses, homossexuais
masculinos ou imigrantes dos tropicos ha menos de dois anos. Uma variavel
assinalada pelo Ministério da Saude (2006) € o tipo de parede da casa, como

indicador de saude.

3.4. DIAGNOSTICO LABORATORIAL

Historicamente, o exame da microscopia optica tem sido o método de
escolha para o diagndstico da amebiase. Como a infeccdo com a E. dispar é
aproximadamente 10 vezes mais comum que a infeccdo pela E. histolytica e a
microscopia ndo pode distinguir entre as duas espécies, 0 uso da microscopia
resulta em uma superestimativa da infec¢édo e tratamento desnecessario (NOZAKI,
2000; TANYUKSEL et al., 2005)
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Um método convencional para diferenciar entre as duas espécies de
amebas € a cultura de trofozoitos seguida da determinacdo do padréo
isoenzimatico pela eletroforese. Entretanto, na pratica, estes exames apresentam
varias desvantagens, tais como: a cultura das fezes nem sempre tem sucesso,
necessita de sete a quatorze dias para o crescimento dos trofozoitos e sua
aplicacdo é muito dificil (ACKERS, 2002; NOZAKI, 2000; NUNEZ et al., 2001). A
analise isoenzimatica identificou os primeiros marcadores, mas hoje sua aplicacéo
demonstra que muitos zimodemas séo incertos e o padrdo isoenzimatico pode
sofrer variacdes, sendo raramente usado para o diagnostico da amebiase
(ACKERS, 2002; ZAKIl e CLARK, 2001).

De acordo com as recomendacdes da Organizacdo Mundial da Saude
(OMS) a “E. histolytica deve ser especificamente identificada e, se presente,
tratada; se apenas a E. dispar é identificada, o tratamento ndo € necessario”.
Seguindo este critério, muitos métodos tém sido desenvolvidos, incluindo técnicas
bioquimicas e moleculares aplicadas para o diagnéstico preciso da E. histolytica
(ACKERS, 2002; WHO, 1997a).

3.4.1. Microscopia Optica de Amostra de Fezes

A OMS concluiu que quando a microscopia demonstrasse trofozoitos com
ingestdo de eritrocitos em fezes frescas ou em tecido de biopsia, havia forte
correlagcdo com a presenca de E. histolytica e doenca invasiva (WHO,1997b). No
entanto, para isto ser possivel as amostras tinham que ser examinadas dentro de
30 minutos e serem logo fixadas (ACKERS, 2002).

Gonzélez-Ruiz et al. (1994), comparando a microscopia com a analise do
zimodema como padrdo ouro, demonstrou que a observacdo de ameba
eritrofagocitaria era 100% especifica e preditiva da infeccdo invasiva de E.
histolytica. Em outros estudos, porém, observou-se trofozoitos de outras espécies
de ameba nao patogénicas contendo eritrécitos, com falso diagndstico de E.
histolytica. Na Etiopia, local de grande prevaléncia da amebiase, foram coletadas

108 amostras de pacientes com diagndstico de disenteria amebiana apresentando
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trofozoitos hematéfagos nas fezes, diagnosticados pela microscopia como
infecgé@o pela E. histolytica. Comparando a microscopia com a PCR como padréo
de referéncia, apenas um caso foi diagnosticado como E. histolytica pela PCR, e
30 amostras foram negativas para E. histolytica e E. dispar. Provavelmente seriam
trofozoitos de outras amebas intestinais ndo patogénicas ou macréfagos fecais
diagnosticados como E. histolytica pela microscopia (KEBEDE et al., 2004). Além
do que em alguns casos a E. dispar pode também ingerir eritrécitos (HAQUE et al.,
1995; TANYUKSEL et al., 2005).

Entre muitos fatores que afetam o resultado da microscopia, pode-se
mencionar: falta de microscopistas bem treinados; condi¢cdes inadequadas de
coleta; interferéncia de substancias como antibidticos (tetraciclinas ou
sulfonamidas), laxativos, antiacidos ou antidiarréicos; excrecdo intermitente de
cistos; dificuldade de diferenciar a E. histolytica da E. dispar e da E. moshkovskii
(ACKERS, 2002; TANYUKSEL e PETRI, 2003; WALSH, 1986).

A grande desvantagem da microscopia estd na sua baixa sensibilidade,
estimada entre 40 e 60% (VERWEIG et al., 2003). Comparando a microscopia
com a cultura, Haque et al. (1997) encontraram uma sensibilidade de 35% e uma
especificidade de 99% em estudo realizado na cidade de Bangladesh. Na
Tanzéania, em uma amostra de 842 individuos, comparando o resultado da
microscopia com o teste de ELISA, foram observados resultados semelhantes
com uma sensibilidade de 39% e especificidade de 96% (NESBITT et al., 2004).
Portanto, desde que a microscopia nao apresenta boa sensibilidade para o
diagnéstico da amebiase, torna-se necessaria a aplicacdo de outros exames para
tornar o diagnostico mais seguro e confiavel (DOGANCI et al., 2004; PETRI, 2001,
TANYUKSEL et al., 2005).

3.4.2. Métodos Bioquimicos: Cultura e Isoenzimas
O meio de cultivo mais utilizado para cultura xénica da E. histolytica tem

sido o meio de Robinson e TYSGM-9 de Diamond (TANYUKSEL e PETRI,2003).

A cultura apresenta maior sensibilidade que a microscopia e seguida da analise
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isoenzimatica é capaz de diferenciar a E. histolytica da E. dispar (HAQUE et al.,
1998). Porém, a deteccao pela cultura da E. histolytica ndo € um indicador se ela é
invasiva ou néo.

Um total de 22 diferentes zimodemas foi classificado pela eletroforese das
Isoenzimas, sendo apenas nove determinantes da doenga invasiva (ACA et al.,
1993; TANYUKSEL e PETRI, 2003). Alguns estudos sugerem que a qualidade dos
resultados deste exame depende das condi¢des da cultura utilizada (TACHIBANA
et al., 1992). A analise do perfil isoenzimatico dos zimodemas € capaz de fazer a
distingdo entre os zimodemas patogénicos e nio patogénicos (GONZALEZ-RUIZ
et al.,, 1994). Classicamente, para distinguir as formas patogénicas e nao
patogénicas da ameba, o padrdo isoenzimatico obtido a partir dos parasitos
provenientes da cultura de ameba tem sido utilizado como padrdo ouro em varias
pesquisas (ACKERS, 2002; BLESSMANN, et al.,2002; HUSTON et al., 1999b).

Entretanto, as culturas de ameba e analise isoenzimética requerem de uma
a duas semanas para serem concluidas e seus resultados muitas vezes ndo sao
satisfatérios e ndo sdo Uteis na pratica da rotina laboratorial (HAQUE et al., 1998;
TANYUKSEL e PETRI, 2003). Existe risco de uma espécie crescer superando a
outra em culturas de infeccdo mista, como a associacdo entre E. histolytica/E.
dispar com E. coli (HAQUE et al., 1998; RIVERA et al., 1998) e a manutencao do
protozoario na cultura requer trabalho intenso e complexo para o laboratério
(EVANGELOPOULOS et al., 2001). Mesmo no Japéao, onde se desenvolve grande
nimero de pesquisas avangadas em amebiase, o método de cultivo com a
eletroforesese isoenzimatica séo realizados em poucos laboratérios (NOZAKI,
2000). Diante destes inconvenientes poderia se concluir que a cultura de
Entamoeba e a eletroforese isoenzimatica s&o, sobretudo instrumentos de
pesquisa, mas ndo sao praticos para o uso do diagnéstico clinico (NOZAKI, 2000;
PETRI e SINGH, 1999; TANYUKSEL e PETRI, 2003).

3.4.3. Detecgéo de Anticorpos no soro
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Este exame é um instrumento Util para o diagnéstico do abscesso de figado
amebiano, no qual a maioria dos pacientes ndo apresenta parasitos nas fezes e a
deteccdo de anticorpos para ameba tem grande importancia. Os anticorpos IgM
antilectina Gal-GalNac se apresentam durante a primeira semana e a IgG
antilectina Gal-GalNac pode se apresentar apdés uma semana do inicio dos
sintomas nos pacientes com abscesso hepatico amebiano e colite amebiana. A
pesquisa de anticorpos possui uma sensibilidade para o abscesso hepatico
amebiano de 90% e para colite amebiana de 70%. Esta diferenca ocorre diante do
grande aumento de anticorpos na amebiase invasiva extra-intestinal ao contrario
dos niveis de anticorpos existente nas formas nédo invasivas (PETRI e SINGH,
1999; SANCHEZ-GUILLEN et al., 2002). A desvantagem deste teste é que detecta
0s anticorpos contra todos os antigenos da ameba e os pacientes continuam
positivos por muitos anos apos a infec¢do ou até mesmo apos a cura. Enquanto a
deteccdo da infeccdo pela E. histolytica nas fezes é util para determinar a
prevaléncia em um ponto, os testes sorolégicos para anticorpos antiamebianos
podem ser usados para avaliar a experiéncia acumulativa da populacdo com a
infeccdo pela E. histolytica (BLESSMANN et al., 2002; HAQUE et al., 1999, 2000;).

Os exames realizados incluem hemaglutinagdo indireta (IHA), contra-
imunoeletroforese (CIE), teste de imunodifusdo em gel de agar, fixacdo de
complemento (CF), aglutinacdo do latex, imunofluorescéncia indireta (IFl) e Ensaio
imunoenzimatico (ELISA). O teste de ELISA é um dos métodos mais utilizados em
todo mundo. Os testes sorolégicos pelo ELISA sdo aplicados para demonstrar a
presenca de anticorpos anti-amebianos no soro e sdo mais recomendados em
pacientes com suspeita de abscesso hepatico e individuos assintomaticos
infectados pela E. histolytica (TANYUKSEL e PETRI, 2003). A IHA é de grande
utiidade no diagnéstico da amebiase invasiva, em particular nos pacientes
infectados pelo HIV (Virus da Imunodeficiéncia Humana/ Sindrome da
Imunodeficiéncia Adquirida) pelo declinio das células T. Apesar da IHA ser uma
técnica sem dificuldade, sua baixa sensibilidade pode levar a resultados falso-
negativos, quando comparado ao ELISA, nos pacientes positivos para o HIV
(TANYUKSEL e PETRI, 2003).
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3.4.4. Deteccéao de Antigeno nas fezes

Estes testes especificos baseados no ELISA utilizam anticorpos
monoclonais contra a lectina Gal/GalNac contra o antigeno rico em serina da E.
histolytica (TANYUKSEL e PETRI, 2003).

Muitos investigadores tém desenvolvido métodos que detectam antigenos
da E. histolytica nas amostras de fezes frescas com sensibilidade proxima ou igual
a cultura (HAQUE et al., 1995; HUSTON e PETRI, 1999a). Varios conjuntos de
exames ELISA sd@o comercializados como TechLab®, The Alexon ProSpectT®,
Triage® e Remel® nos Estados Unidos; Cellabs®, na Australia; Merlin Optimum S®;
R-Biopharm®, na Alemanha; ENZYMEBA® em Cuba (ACKERS, 2002; GALINDO
et al., 1998a; PILLAI et al., 1999; TANYUKSEL e PETRI, 2003).

3.4.4.1. Testes Entamoeba® e E. histolytica II® (TechLab Inc., Blacksburg,

Estados Unidos)

Alguns gens especificos para E. histolytica e ausentes na E. dispar tém sido
identificados e quase todos codificam proteinas homoélogas, que resultam em
epitopos especificos da espécie. A deteccdo destes epitopos com anticorpos
monoclonais € base de varios métodos diagnosticos. De seis anticorpos
estudados contra a lectina Gal/GalNac, apenas dois reagem com o complexo E.
histolytica e E. dispar, enquanto que os outros quatro reagem apenas com a E.
histolytica. Estes anticorpos sao a base de dois conjuntos fabricados pela TechLab:
0 teste Entamoeba ®, que aplica um dos anticorpos monoclonais ndo especificos,
identificando o complexo E. histolytica/E. dispar e o E. histolytica 1®, baseado em
um anticorpo monoclonal especifico para identificar a E. histolytica (ACKERS,
2002).

O teste de deteccdo de antigeno do teste E. histolytica I1® tem a capacidade
de distinguir a E. histolytica da E. dispar (HAQUE et al., 1995, 1997, 1998;
HUSTON e PETRI, 1999a; PETRI e SINGH, 1999). Vérios pesquisadores tém
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desenvolvido o método de ELISA que detecta antigenos de ameba em fezes
frescas, demonstrando sensibilidade e especificidade maior que 85%, quando
comparado a cultura, considerado padrédo ouro em varios trabalhos (HAQUE et al.,
1998; 2000; TROLL et al., 1997). Haque et al. (1998) testaram a técnica de PCR
para deteccdo da E. histolytica e compararam com a andlise isoenzimatica e o
teste de deteccdo de antigeno E. histolytica especifico da TechLab. Todos os trés
testes apresentaram excelente confiabilidade, entretanto, entre as trés técnicas, o

teste de deteccdo de antigeno da TechLab foi o0 mais rapido e simples.

Postas estas consideraces, fica facil entender a vantagem deste método
sobre todos os outros utilizados atualmente para o diagnéstico da amebiase, que
além de ser muito conveniente, ndo requerer nenhum equipamento sofisticado,
nem pessoal com treinamento especial, apresenta resultados validados com boa
sensibilidade e especificidade (HAQUE et al.,, 1998; HUSTON et al.,1999b;
EVANGELOPOULOS et al., 2001; TANYUKSEL e PETRI, 2003).

3.4.4.2. ENZYMEBA® (Instituto de Medicina Tropical “Pedro Kouri”,Havana,
Cuba).

O ENZYMEBA® é um teste de ELISA baseado na captura da histolisina das
cepas de E. histolytica e E. dispar (LUACES e BARRET, 1998). E designado para
detectar, mas néo diferenciar a E. histolytica da E. dispar. Tem a vantagem de
usar amostras de fezes congeladas e determinar com maior precisdo o resultado
da microscopia (GALINDO, 2000). Foi desenvolvido por Luaces et al. (1992) e
validado por Fonte et al. (1998). Desde que 0 exame microscopico apresenta
dificuldade de diferenciar a E. histolytica/E. dispar da E. moshkovskii, 0 teste seria
atil para confirmar com maior precisdo apenas o complexo E. histolytica/E. dispar,
reduzindo o risco de falsos positivos no diagndéstico da amebiase intestinal (PETRI
e SINGH, 1999). O ENZYMEBA® mediante uma s6 amostra de fezes por individuo,
apresenta sensibilidade de 100% e especificidade de 99,1%, quando comparado

com o resultado de trés exames microscopicos (GALINDO et al., 1998a).
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3.4.5. Deteccao de antigenos e anticorpos em outros materiais bioldgicos

Os antigenos da ameba tém sido também detectados na saliva e na
secrecdo do abscesso hepatico dos pacientes infectados. Foi detectada lectina
Gal/GalNac no soro de pacientes com abscesso hepatico utilizando o conjunto de
exames da TechLab E. histolytica Il (TANYUKSEL e PETRI, 2003).

Os anticorpos IgG na saliva tém sido pesquisados em varias infec¢des por
Toxoplasma gondii, Schistosoma mansoni, Helicobacter pylori e hepatite A (ABD-
ALLA et al., 2000). No México, a deteccdo de anticorpos anti-LC3 IgG na saliva
pelo ELISA foi um meio efetivo para o diagnostico do abscesso hepatico e colite
pela ameba (RAMOS et al., 2005).

3.4.6. Reacao em cadeia de polimerase (PCR)

A PCR € um meétodo especifico para amplificacdo do DNA genémico da E.
histolytica e E. dispar. Uma das grandes vantagens deste método € a identificacdo
das espécies de Entamoeba como também das cepas de E. histolytica. Métodos
de extracdo tém sido desenvolvidos, com sensibilidade de 94% e especificidade
de 100% (TANYUKSEL e PETRI, 2003).

A extracdo de DNA das fezes e os iniciadores especificos tém sido a chave
do sucesso para o diagnéstico pela PCR. Véarios métodos sdo publicados e
conjuntos comerciais estdo disponiveis, como o Qiagen® produzido pelo
laboratério Hilden (Alemanha), que extrai o DNA de amostras de fezes fixadas em
formalina. Entretanto a sua aplicacdo é complexa, exige equipamento sofisticado e
técnicos experientes. Portanto € uma técnica que apresenta uma certa dificuldade
de ser aplicada nos paises em desenvolvimento (HUSTON e PETRI, 1999a;
TANYUKSEL e PETRI, 2003).

3.4.7. Outros exames para o diagnostico da amebiase

A retossigmoidoscopia € um importante método para diagnosticar a colite
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amebiana porque a doenca pode ser localizada no ceco ou célon ascendente,
permitindo a visualizacdo das ulceragfes e retirada de material para bidpsia. Os
estudos de imagem como tomografias, ultra-sonografias e ressonancia magnética
constituem métodos sensiveis no diagnostico dos abscessos amebianos, porém é
incapaz de diferenciar um abscesso piogénico do amebiano. A puncgéo do
abscesso hepético pode ajudar a esclarecer a etiologia da doenca, mas é dificil a
deteccao dos trofozoitos. A puncéo hepéatica sé é recomendada nos casos em que
ndo ha regressdo da doenca apos tratamento, pois constitui procedimento de alto
risco (PETRI e SINGH, 1999; SILVA e GOMES, 2000).

O conhecimento sobre a E. histolytica e as técnicas de diagndstico da
amebiase tém aumentado nos ultimos anos. A aplicacao destes conhecimentos se
tornou um grande desafio nas acdes publicas de saude para o combate a
morbidade e mortalidade devido a E. histolytica no mundo. A OMS (WHO, 1997a)
considera que:

= E urgentemente necessario nos paises em desenvolvimento o

aperfeicoamento de métodos especificos para o diagndstico para infeccéao
pela E. histolytica usando técnicas apropriadas;

= N&o existem dados disponiveis confiaveis sobre a prevaléncia da E.

histolytica e a obtencéo destes dados deve ser de grande prioridade;

» Dados da prevaléncia sobre portadores assintoméaticos de E. histolytica, os

quais podem progredir para doenca invasiva e a transmissdo para novos
individuos € inadequada. E muito importante a obtencdo de mais

informacdes para o planejamento de estratégias para o controle da doenca.
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4.1. TIPO E DESENHO DE ESTUDO

Foi realizado um estudo transversal de prevaléncia da amebiase em alunos
de escolas publicas da cidade de Maceio. Este tipo de estudo foi escolhido pela
sua adequacado para a proposta de levantamento de freqlUéncia da amebiase

numa populacao definida, dentro de um tempo especifico.

4.2. LOCAL E PERIODO DA PESQUISA

A pesquisa foi realizada no periodo de mar¢o de 2004 a maio de 2005, em

alunos das escolas publicas da cidade de Maceié — Alagoas.

4.3. PUBLICO ALVO

O grupo alvo deste estudo foi formado por alunos de escolas publicas da
cidade de Maceio, com idade entre 4-15 anos de idade, de ambos os sexos. Em
Maceid, segundo dados da Secretaria de Educagédo do Estado de Alagoas, foram
listadas 158 escolas do ensino fundamental, municipais e estaduais, com 86.757

alunos matriculados nesta faixa etaria.
4.4. POPULA(;AO DE ESTUDO

Foram incluidos no estudo alunos de 4-15 anos de idade matriculados e
frequentando a escola nos ultimos 30 dias, que estudavam no periodo da manh3,
residentes em 14 bairros da cidade de Maceio.

4.5. TIPO DE AMOSTRAGEM

O método de amostragem dos estudantes foi equiprobabilistica em

multiplos estagios, cujas etapas sao descritas abaixo:
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12. Estratificacao por area administrativa

Foi estabelecida uma estratificacdo das escolas em trés areas (Nucleo 1,
Nucleo 2 e Nucleo 3), de acordo com a divisdo utilizada pela secretaria de
educacao do Estado de Alagoas, representando as areas geograficas da cidade
de Maceid. Nesta etapa foi feita uma partilha proporcional, ou seja, o numero de
alunos de cada area presente na amostra foi proporcional ao total do numero de

alunos existente naquela area, na mesma faixa etaria.

22. Estratificacdo pelo tamanho da escola

Em cada area foram considerados dois estratos: um correspondente as
escolas com menos de 500 alunos e outro correspondente as escolas com mais
de 500 alunos, com idade menor que 15 anos. A utilizacdo desta divisao
considerou a possibilidade de que os alunos que frequentassem as escolas
maiores poderiam apresentar caracteristicas diferentes daqueles que

freqUentavam as escolas menores.

32. Sorteio das escolas em cada estrato

Para cada estrato, escolas menores que 500 alunos e escolas maiores que
500 alunos, foi realizado um sorteio das escolas, com probabilidade proporcional
ao numero de alunos, na faixa etaria até 15 anos. Foram sorteadas trés escolas

para cada estrato.

4.5.1. Selecao dos alunos

Nas escolas foram selecionadas todas as salas de aula que tinham alunos
com idade de 4-15 anos, que estudassem no periodo da manha. Participaram da
pesquisa todos os alunos que trouxeram as amostras, nos quais os responsaveis
tinham assinado o termo de consentimento (Apéndice 1) e responderam ao

questionario (Apéndice 2).
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4.5.2. Perdas

Foram considerados como perdas todos os alunos que tiveram seu
questionario aplicado, mas nao trouxeram as amostras de fezes. Como estratégia
para minimizar este viés de selegao, os indicadores bioldgicos e ambientais deste
grupo foram analisados e comparados ao grupo de analise, utilizando o teste do

qui-quadrado.

4.5.3. Definigdo do Tamanho da Amostra

Para o célculo do tamanho da amostra foi considerada a frequéncia
esperada de 8%, observada por Dacal e colaboradores (1984) em favelados de
Maceié da E. histolytica, considerando o pior resultado aceitavel de 6,7%, que
corresponde a um erro de 15%, com um intervalo de 95% de confianga. O
tamanho da amostra foi estimado em 1.670 alunos, divididos proporcionalmente

em trés nucleos (Figura 4.1).

d )

1670 alunos |

Nucleol } [ Nucleo Il J (Nucleolll]
)

[
[ 501 alunosJ [451 alunos J [?18 alunos

e
220 alunos 153 alunos 136 alunos
(< 500 alunos) (< 500 alunos) (< 500 alunos)

g,

281 alunos 298 alunos 582 alunos
(> 500 alunos) (> 500 alunos) (> 500 alunos)
e
\ P

Figura 4.1. Fluxograma da amostra dos alunos por tamanho de escola
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4.6. DEFINICAO DAS VARIAVEIS

4.6.1. Categorizacdo das variaveis

As variaveis foram sistematizadas em trés categorias: variaveis biolégicas,
indicadores ambientais (de agua, saneamento e habitagcéo) e referéncia de viagem.
A partir destas se estabeleceu as perguntas do questionario aplicado aos
responsaveis dos alunos, que foram definidas e categorizadas como mostra o

quadro abaixo.

Quadro 4.1. Categorizagao das variaveis

Sexo Masculino; Feminino
Idade Em anos completos 4-8 9-11 12-15

Fonte de agua
para beber Origem da agua de beber da casa Rede Publica: Sim; Nao
Domicilio servido de agua proveniente de
uma rede geral de abastecimento, no

Agua encanada | domicilio Sim; Nao
Destino dos Local onde segue o material de esgoto e Fossa; a céu aberto
dejetos sanitario da casa
Sanitario Se tiver privada em casa Sim; Nao
Tijolo; Taipa; Lona e/ou
Tipo de parede Estilo das paredes da casa Papelao

Viajou ou chegou de outro Estado dentro de
Viagem 6 meses Sim; Nao
Qual Estado? Fora do Estado de Alagoas

De acordo com dados do Ministério da Saude (2006) a proporgéo de
moradores da cidade de Maceié em 2000 apresentou as seguintes caracteristicas
quanto aos seus indicadores de saneamento: por tipo de abastecimento de agua:
na rede geral (81,7%), em pogo ou nascente (6,6%) e outras formas (11,85%); por
tipo de instalagao sanitaria: ligado a rede geral de esgoto ou pluvial (23,2%), fossa

séptica (22,4%), fossa rudimentar (45,6%) e outras formas (6,15%).
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4.6.2. Definicao de caso

Foram considerados casos todos os alunos com diagndstico de amebiase
em trés métodos: microscopia, ENZYMEBA® e teste E. histolytica I1°. Os
resultados através da microscopia e do teste ENZYMEBA® foram considerados

positivos para E. histolytica/E. dispar.

4.7. OPERACIONALIZACAO

4.7.1. Aplicacdo do Questionario

Foi utilizado o questionario como instrumento para obter as informacdes
das variaveis pesquisadas. Os questionarios foram aplicados pela investigadora e
uma assistente de enfermagem, apds treinamento.
A entrada nas escolas foi antecipada por alguns passos:
v Autorizacdo para execucdo da pesquisa pela coordenagcdo da Secretaria de
Educacgao do Estado e do Municipio;
v" Reunido com a diregao das escolas sorteadas;
v' Explicacdo sobre a pesquisa nas salas de aula selecionadas e em reunido com
0S responsaveis;
v" Obtencao da permissao por escrito dos responsaveis pelos alunos;
v' Garantia aos responsaveis, na declaragdo de consentimento, da privacidade
das respostas ao questionario e dos resultados laboratoriais;
v Aplicacdo do questionario aos responsaveis ou diretamente aos alunos que

cursavam a 42 série em sala de aula.
4.7.2. Coleta das amostras de fezes e analise parasitologica
Foi entreque para todos os responsaveis que tinham preenchido o

questionario e assinado o termo de consentimento um coletor de fezes, sem

conservante. Todas as amostras coletadas, uma por aluno, foram transportadas
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para o Laboratério Central do Estado de Alagoas (LACEN/AL), onde foram
preparadas segundo as técnicas de concentragdo. A leitura das amostras foi
realizada de inicio pela equipe do LACEN e depois pela equipe do programa de
geohelmintos da cidade de Maceid, do Instituto de Ciéncias Biologicas e da Saude
da Universidade Federal de Alagoas (ICBS/UFAL).

As amostras foram processadas no mesmo dia da coleta pelo método direto
de formol-éter, para pesquisa dos parasitos em microscopio éptico (100x e 400x) e
classificadas de acordo com o resultado do diagndstico parasitolégico como
positivas ou negativas para E. histolytica/E. dispar. Para aumentar a sensibilidade
do exame microscépico cada amostra foi revista por cinco técnicos, em cinco
laminas diferentes. Parte do material fecal foi mantido a -20°C para posterior

investigacao pelo ELISA.

4.7.3. Aplicacdo dos testes de ELISA: ENZYMEBA® e E. histolytica 1®

Para um diagndéstico mais preciso foi definido como critério diagnéstico
aplicar técnicas de maior sensibilidade como o ELISA, nas amostras positivas para

E. histolytica/E. dispar a microscopia.

4.7.3.1. ENZYMEBA@(Instituto de Medicina Tropical “Pedro Kouri’,Havana,

Cuba).

O imunoensaio ENZYMEBA® permite detectar a infecgdo por uma ou
ambas as espécies do complexo E. histolytica/E. dispar. Este teste apesar de ndo
discriminar as duas espécies de ameba, foi empregado nas amostras positivas a
microscopia como controle de qualidade do exame parasitoldgico, uma vez que
confirma com precisdo o exame microscopico. O teste foi realizado em
colaboragdo com Dr. Luis Fonte do Instituto de Medicina Tropical “Pedro Kouri”,
segundo descrito na literatura (GALINDO et al., 1998a). Esta técnica consiste no
ensaio imunoenzimatico em fase solida para pesquisa de histolisina, uma protease

excretada pela E. histolytica/E. dispar.
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4.7.3.2. E. histolytica 1€ (TechLab Inc., Blacksburg, Estados Unidos)

E um teste imunoenzimatico desenvolvido para deteccao rapida da adesina
(lectina inibidora de N-acetil-D-galactosamina), presente na membrana da E.
histolytica em amostras fecais humanas. Define a presenga da E. histolytica na

amostra.
4.8. PADRONIZACAO DAS TECNICAS
4.8.1. Microscopia: Método de Ritchie

Os sedimentos das amostras fixadas pelo método de Ritchie foram
submetidos a identificagdo de cistos da Entamoeba e outros parasitos (LIKA-UFPE,
2001).

Concentragao por centrifugacao pelo formol-éter

Misturar 1g de fezes com 10 mL de solugéo salina a 0,85%

Coar em gaze num tubo cénico de centrifugagao de 15 mL
Centrifugar a 2000 rpm por 1 minuto e decantar o sobrenadante
Juntar ao sedimento, 10 mL de formalina a 10%

Deixar em repouso durante 20-30 minutos

Ajuntar cerca de 2mL de éter. Tampar o tubo e agitar vigorosamente
Centrifugar a 1500 rpm durante 1 minuto

Limpar os detritos superficiais da parede do tubo com um bastonete

Decantar a mistura sobrenadante

© © N o g A~ D=

Examinar o sedimento ao microscépio (x40)
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4.8.2. Ensaio Imunoenziméatico (ELISA)

A aplicagcao do ELISA foi feita em dois momentos: primeiro foi aplicado o
teste ENZYMEBA® nas amostras positivas & microscopia, e em segundo lugar se

aplicou o teste E. histolytica 11® nas amostras positivas ao ENZYMEBA®.

4.8.2.1. ENZYMEBA®

Foi utilizada uma placa de poliestireno com 96 cavidades sensibilizadas
com anticorpos antihistolisina. Os sitios ndo cobertos pelos anticorpos foram
bloqueados por meio de incubagdo com soroalbumina bovina (BSA) e tampéao
fosfato (PBS). Apds esta incubagao o resto do agente bloqueador foi eliminado e
foram somadas as amostras de fezes, em duplicata, diluidas previamente em
agua destilada (1g de fezes em 3 mL de agua destilada).

Depois de 4 h em contato com a placa a 4°C, o material ndo capturado foi
descartado depois de quatro lavagens e nas cavidades foram colocados 100 pL
de 100 mM de Benziloxicarbonil-L Arginil-L Arginina 2-(4-metoxi,) glicina-EDTA pH
9,5, que contem L-cisteina 2mM.

Depois de 16 h de incubacdo a 37°C, a acdo da enzima capturada foi
revelada mediante a adicdo de 100 uL de uma solugdo que contem p-cloro de
mercuribenzoato 5 mM, Fast garnet 22,5 mg/mL, EDTA 25 mM e TWEEN-20 a 1%,
pH 6,0.

» Interpretac&o dos resultados:

O aparecimento imediato da cor rosa (de intensidade diferente) foi
considerado como um resultado positivo, e nas cavidades cujo conteudo continuou
amarelo, foi considerado como resultado negativo. Em cada teste foram usados 2

controles (positivo e negativo).

4.8.2.2. E. histolytica I1®
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E um teste imunoenzimatico desenvolvido para deteccéo rapida da adesina
(lectina inibidora de N-acetil-D-galactosamina), presente na membrana da E.
histolytica em amostras fecais humanas. Define a presenga da E. histolytica na
amostra.

O teste E. histolytica Il utiliza anticorpos anti-adesina. As cavidades da
microplaca (12 tiras, com 8 cavidades) contém anticorpos policlonais imobilizados
que se ligam a adesina da E. histolytica/E. dispar . O conjugado € um anticorpo
monoclonal ligado a peroxidase especifico para adesina de E. histolytica. No teste,
uma aliquota do material fecal foi emulsificada no diluente e a amostra diluida foi
transferida para a cavidade da microplaca. Se a adesina estava presente na
amostra, se ligava ao conjugado e ao anticorpo policlonal imobilizado durante a
fase de incubagdo. Todo material ndo ligado foi removido durante as etapas de
lavagem. Seguindo-se da adigdo do substrato, uma cor foi detectada devido ao

complexo enzima-anticorpo-antigeno que se forma em presenga da adesina.
A interpretacao dos resultados foi visual e espectrofotométrica:

= Visual: O Controle negativo ndo deve apresentar cor, ou no maximo
uma cor amarela fraca. O Controle positivo deve apresentar cor amarela. Uma
amostra foi considerada positiva se apresentou uma cor amarela quando
comparada com o controle negativo. Ela pode ser mais ou menos amarela que a
observada na cavidade do controle positivo. Uma amostra foi considerada
negativa se a reagao foi incolor ou com coloragdo amarela mais fraca que a do

controle negativo.

= Espectrofotométrica: A microplaca foi lida no leitor de ELISA a 450nm.
A leitura do controle negativo deveria apresentar um valor de absorbancia de
0,150 ou menor. Subtraiu-se a leitura da cavidade do controle negativo das
leituras das cavidades do controle positivo e das amostras. A leitura do controle
positivo teria que fornecer um valor de absorbancia maior que 0,500 apds a
subtragdo da absorbancia do controle negativo. Uma amostra foi considerada

positiva para a adesina se a leitura foi 0,050 ou maior apds a subtracao da leitura
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do controle negativo. A amostra foi considerada negativa para a adesina se a

leitura foi menor que 0,050.

4.9. ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos foram codificados e processados no programa de
estatistica EPI-INFO versao 6.04 (CDC, 1996). Foi adotada a dupla entrada de
dados com uso do programa Validate para validacdo dos dados digitados. A
significancia estatistica da associagado da infeccdo pela E. histolytica foi avaliada
pelo Qui quadrado, com um intervalo de confianga (IC) de 95%, com o valor de p
igual ou menor que 0,05. Foi aplicado o teste de Fisher, quando o numero de
casos era menor cinco. Foi aplicado o Qui-quadrado para tendéncia para testar
tendéncia em relagéo a idade, estratificada em faixas etarias.

Para comparar o exame microscopico com o teste de ELISA, o valor
preditivo positivo (VPP) foi computado, assumindo o teste E. histolytica 1I® como
padrdao de referéncia (NESBITT et al., 2004). O Valor preditivo positivo é a
probabilidade que tem cada resultado positivo de ser, pelo teste, um caso. Nao foi
possivel verificar a sensibilidade, especificidade e o valor preditivo negativo (VPN)
pela auséncia dos dados necessarios. Matematicamente o VPP é igual ao numero
de verdadeiros positivos dividido pelo total de positivos reconhecidos no teste,
multiplicados por 100 conforme a férmula: (ALMEIDA FILHO e ROUQUAYROL,
2002).

VPP = N°de verdadeiros positivos x 100
Total de positivos no teste
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4.10. ASPECTOS ETICOS

4.10.1. Resultados dos Exames Parasitolégicos e Tratamento

Antiparasitario

Todo individuo que entregou as amostras fecais recebeu o resultado de seu
exame por escrito e informagdo sobre os cuidados para evitar as
enteroparasitoses. Todos aqueles que apresentaram exame positivo, durante o
estudo, receberam tratamento especifico, com a devida prescrigdo, orientagcado e
acompanhamento pela investigadora. Foram dirigidas, nas salas de aula dos
alunos que participaram da pesquisa, medidas preventivas e alertado sobre os

perigos da contaminagao por parasitos para todos alunos.
4.10.2. Termo de consentimento livre e esclarecido

Os responsaveis pelos alunos foram devidamente esclarecidos sobre os
objetivos do projeto, e assinaram um termo de consentimento (Apéndice 1)
informando a sua participacdo, conforme normas estabelecidas pelo Comité de
Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Alagoas que aprovou este estudo
(Processo n° 009057/02-95). (Anexo 1)
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5.1. CARACTERIZACAO GERAL DA AMOSTRA

Durante o periodo de estudo foram analisadas amostras de fezes de 1.798
alunos com idade entre 4 — 15 anos, de 18 escolas da rede publica distribuidos em
15 bairros da cidade de Maceié. Dos alunos pesquisados um pouco mais da
metade foi do sexo feminino (51,4%), e a faixa etaria mais freqiiente se encontrou
entre 8 — 11 anos (Tabela 5.1).

Tabela 5.1. Distribuicdo de alunos da rede publica de Maceid, segundo idade e
sexo

SEXO
Faixa etaria (anos) Masculino Feminino Total
4-7 180 (48,3%) 193 (51,7%) 373 (20,7%)
8-11 560 (47,2%) 626 (52,8%) 1186 (66,0%)
12 -15 133 (55,6%) 106 (44,4%) 239 (13,3%)
Total 873 (48,6%) 925 (51,4%) 1798
2 =568
p =0,0585

5.1.1. Condi¢cbes ambientais e referéncia de viagem

Descrevendo as condicbes de &gua, saneamento e habitacdo foram
referidos que a maioria das residéncias dos alunos era abastecida com &agua
encanada (95,2%), tinham &gua tratada para beber (93,7%), sanitario em casa
(95,6%), fossa (81,1%) e as paredes da casa eram de tijolo ou bloco (94,9%).

Quando questionados se tinha viajado nos ultimos seis meses, apenas 7%
dos alunos estavam nesta condigdo. Desses, 38,1% tinham viajado para

Pernambuco, 12,7% para S&o Paulo e o restante néo referiu ter viajado.
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5.2. PREVALENCIA DA INFECGCAO PELA Entamoeba histolytica

Foram aplicados trés exames em série: Microscopia éptica, ENZYMEBA® e
E. histolytica 1I®. A microscopia foi realizada em todas as amostras fecais e
apresentou uma prevaléncia de 3,8% de E. histolytica/E. dispar. As amostras
positivas & microscopia foram submetidas ao teste de imunoensaio ENZYMEBA®
gue confirmou todos os resultados positivos para E. histoltyica/E. dispar. O terceiro
exame o E. histolytica I1°, foi aplicado as amostras positivas pelo teste
ENZYMEBA®, e determinou a prevaléncia de 1,0% da E. histolytica em alunos das

escolas publicas de Macei6 (Figura 5.2).

1.798 amostras

Microscopia: E. histolytica/E. dispar
68 (3,8%) amostras. [C = 2,97-4,80

ENZYMEBA : E. histolytica/E. dispar
68 (3,8%) amostras. IC = 2,97-4,80

E. histolytica II: E. histolytica
18 (1,0%) amostras. IC = 0,61-1,61

Figura 5.1. Fluxograma dos exames de diagnéstico
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A Figura 5.2 mostra a placa do exame de deteccdo do antigeno de E
histolytica nas fezes pelo teste de ELISA E. histolytica 1I® com a identificacdo
visual dos casos, sendo 0s negativos incolor e os positivos de coloracdo mais ou

menos amarela que o controle positivo.

Controle i ] -p-mshmllmui:w-_-ﬁ g

Positivo o Q’g“ @@

Figura 5.2. Placa do ELISA E. histolytica I1®

5.2.1. Localizag&o geogréfica

A figura 5.3 mostra 0 mapa de Maceio, focalizando os bairros que foram
selecionados e pontuam os 18 casos de infeccdo de E. histolytica por bairro.
Foram identificados casos em 10 escolas, distribuidos em 8 bairros. Vale salientar
gue 6 destes alunos eram de uma mesma escola, dos quais 4, da mesma classe e

2 alunos de uma outra escola, também da mesma classe.
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Figura 5.3. Mapa de Macei6 localizando os bairros sorteados para analise da amostra de

escolares quanto a presenca de amebiase e numero de casos detectados

5.2.2. Valor Preditivo para diagndstico especifico da E. histolytica

Para estimar a validade do exame microscépico, foi calculado o valor
preditivo. Considerando como padrdo de referéncia o teste de ELISA E. histolytica

I, foi observado que o resultado do valor preditivo positivo (VPP) da microscopia
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foi avaliado em 26,4%. A sensibilidade, especificidade e valor preditivo negativo

(VPN) néo foram possiveis calcula-los por falta de dados.

VPP = E><1OO= 26,4%
68

5.2.3. Prevaléncia da infec¢do pela E. histolytica em relacéo a idade dos
alunos

Comparando as trés técnicas realizadas em relacdo a idade, se observou
um aumento da freqliéncia do diagnostico de E. histolytica/E. dispar pela
microscopia e pelo teste ENZYMEBA® proporcional ao aumento da idade dos
alunos (p=0,045). Ao contrario, pelo resultado do teste E. histolytica 1® , a infeccdo
se manteve constante nas duas primeiras faixas etarias, com redugéo entre 12-15

anos, sem diferenca significante (Tabela 5.2).
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Tabela 5.2. Prevaléncia da infeccdo pela E. histolytica segundo a idade dos
alunos das escolas publicas da cidade de Maceio, Alagoas.

Infeccdo detectada por

Idade n Microscopia* ENZYMEBAT E. histolytica Il §
4-7 373 6 (1,6%) 6 (1,6%) 4 (1,1%)
9-11 1186 51 (4,3%) 51 (4,3%) 13 (1,1%)
12-15 239 11 (4,6%) 11 (4,6%) 1 (0,4%)
1798 68 (3,8%) 68 (3,8%) 18 (1,0%)

p 0,045 0,045 0,623

x2 6,16 6,16 0,95

x2 para tendéncia 4,62 4,62 0,46

p 0,03 0,03 0,49

* Fezes examinadas pela microscopia para cistos de E. histolytica/E. dispar.
* O antigeno E. histolytica/E. dispar foi detectado usando ENZYMEBA®

§ O antigeno E. histolytica foi detectado usando o teste E. histolytica II®

5.2.4. Prevaléncia da infeccao pela E. histolytica em relagdo ao sexo dos

alunos

Em relacdo ao sexo, foi observado que nas duas técnicas a prevaléncia de
E. histolytica/E. dispar foi um pouco maior nos meninos gue nos meninas, embora
sem significancia estatistica (microscopia: p=0,713; ENZYMEBA®: p=0,713). No
grupo de alunos avaliados pelo teste especifico para E. histolytica foi verificado
que 11 (1,3%) alunos do sexo masculino e 7 (0,8%) do sexo feminino estavam

infectados pela E. histolytica sem diferenca significante. (p=0,404).
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5.2.5. Condi¢des ambientais e referéncia de viagem

Foi referido pelos responséaveis dos alunos infectados que 83,3% bebiam
agua tratada; 94,4% das casas tinham agua encanada; todas tinham sanitéario;
72,2% tinham fossa e 94,4% tinham suas paredes de tijolo. A condicdo de ter
viajado nos ultimos seis meses ndo mostrou relacdo com a infec¢cdo pela E.

histolytica.

5.2.6. Andlise das Perdas

Foi considerado como grupo de perda os alunos que responderam ao
questionario, mas ndo entregaram as amostras de fezes e o grupo de analise os
alunos que foram estudados na pesquisa.

O grupo de perdas ndo apresentou diferencas em relacdo ao grupo
analisado quanto ao sexo, porém na idade foi observada uma diferenca
significante quando os alunos foram divididos em faixas etarias (Tabela 5.3).
Quanto as caracteristicas ambientais de agua, saneamento e habitacdo s6 foram

verificados diferencas na condicédo de destino dos dejetos (p=0,00).

Tabela 5.3. Comparacdo entre os grupos de perdas e analise segundo sexo e
idade de alunos das escolas publicas da cidade de Macei0, Alagoas.

SEXO IDADE (anos)

Masculino Feminino 4 -7 9-11 12-15

PERDAS 365 (50,6%) 356 (49,4%) 142 (197%) 417 (57,8%) 162 (22,5%)
ANALISE 873 (48,6%) 925 (514%) 373 (20,7%) 1186 (66,0%) 239 (13,3%)
P 0,370 0,00
72 0,347 32,84

5.3. PREVALENCIA DAS PARASITOSES
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Todas as amostras também foram analisadas quanto a presenca de
protozoarios e helmintos, a partir do emprego do método parasitolégico de Ritchie.
Foi verificado que 698 (38,8%) alunos apresentaram infeccdo com um ou mais
parasitos. A prevaléncia entre os alunos do sexo masculino foi de 37,1% e no sexo
feminino de 40,7%. A frequéncia de parasitos em relacdo a faixa etaria variou
entre 38,4% e 41,4%, sendo a idade entre 12-15 anos a que apresentou maior
frequéncia. Ascaris lumbricoides foi o helminto mais frequente, tendo sido
encontrado em 16,5% (296/1798) das amostras, seguido do Trichuris trichiura
(12,1%) e Entamoeba coli (11,2%).

Ascaris lumbricoides 116,2
Trichuris trichiura | 111,7
Entamoeba coli | 111,0
Giardia lamblia | 17,2

Ancylostoma duodenale = 4,0
E. histolytica/E. dispar [ 13,8

Strongyloides stercolaris [ 1,7

Enterobius vermicularis [ 0,8

Schistosoma mansoni @ 0,5

Hymenolepis nana [ 0,3

Endolimax nana I 0,2

Taenia solium ] 0,1

lodamoeba butschili ] 0,1

Entamoeba hartmani | 0,0

Grafico 5.1: Distribuigdo dos alunos de escola da rede publica do Municipio de
Maceid, segundo tipo de parasito.
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A prevaléncia da amebiase tem sido demonstrada no Estado de Alagoas,
como parte de estudos sobre enteroparasitoses (DACAL et al., 1984; FONTES et
al., 2003), utilizando para diagndostico o exame microscopico. Este foi o primeiro
estudo dirigido especificamente para verificacdo da epidemiologia da amebiase na
cidade de Macei6-AL. Isso implicou determinar de forma especifica a E. histolytica,
aplicando o teste de deteccdo do antigeno para E. histolytica, segundo as
recomendac¢fes da Organizagdo Mundial da Saude (WHO, 1997b).

A prevaléncia de E. histolytica em alunos de escolas publicas da cidade de
Macei6, foi de 1,0% (18/1798), determinada pelo teste E. histolytica 1I®. Pela
microscopia, 50 casos a mais iriam ser incluidos como amebiase, apesar de néo
estarem infectados com a E. histolytica e conseqiientemente ndo necessitarem de
tratamento. Dependendo da populagdo estudada, os métodos coproscopicos
podem subestimar ou superestimar a prevaléncia da doenca.

No Brasil, Braga et al. (1998, 2001a), em amostras de fezes de 735
individuos, em Fortaleza-CE, encontraram uma prevaléncia de E. histolytica de
14,9% e de 25,4% para E. histolytica/E. dispar. Por outro lado, estudo realizado
em 3 cidades diferentes de Pernambuco, em 663 individuos com idade até 40
anos, Aca et al. (1994) nao verificaram evidéncia da presenca de cepas invasivas
de E. histolytica, apesar da deteccdo de E. histolytica/E. dipsar pela microscopia
ter se apresentado entre 18,0%, 31,5% e 36,3%. ApOs 10 anos, Pinheiro et al.
(2004), em 1437 amostras analisadas de uma populacdo de outra cidade de
Pernambuco, também néo detectou a presenca de E. histolytica pela aplicacdo do
método da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), e foi observada que a
prevaléncia de E. histolytica/E. dispar de 4,1%, se encontrava bem mais diminuida
em relacdo ao estudo anterior.

O estudo de Dacal et al. (1984), realizado em 328 individuos de duas
favelas da cidade de Macei0, avaliou a prevaléncia para E. histolytica de 8,0% e o
de Fontes et al. (2003), em 1.020 estudantes da cidade de Barra de Santo
Antonio, de 19,8%. A diferenca marcante na prevaléncia entre estas pesquisas e 0

atual estudo realizado com 1.798 amostras de alunos de 18 escolas publicas da
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cidade de Maceid, se deu provavelmente pela aplicacdo do exame especifico
como também pelas condicbes ambientais especificas

O exame microscopico continua sendo o método mais utilizado para o
diagnéstico da amebiase ndo s6 em Maceid, mas em diversas partes do mundo
(HUSTON et al., 1999a; NOZAKI, 2000; WALSH, 1986). Entretanto a microscopia
€ incapaz de distinguir a E. histolytica da E. dispar, que sdo morfologicamente
idénticas (TANYUKSEL e PETRI, 2003). Nao se tem documentado que a E. dispar
tenha causado algum caso de colite ou abscesso hepético. A E. histolytica é a
responsavel por todos os casos de colite e abscesso hepatico, como também pela
colonizacdo assintomatica. Como a colonizacdo da E. dispar é muito mais comum
que a infeccéo pela E. histolytica e ndo deve ser tratada, tem sido dado grande
énfase para o desenvolvimento de testes que possam ser aplicados e distingam
as infec¢des causadas pelas duas amebas (DELIALIOGLU et al., 2004; HAQUE et
al., 1995; WHO, 1997b).

O diagndstico pela microscopia apresenta baixa sensibilidade. Haque et al.
(1997) verificaram em pesquisa realizada com criangas em Bangladesh, que a
microscopia apresentava sensibilidade de 37% quando comparada a cultura. O
encontro de falso-positivos pela microscopia no diagnostico da amebiase € muito
comum. Além da impossibilidade de diferenciar a E. histolytica da E. dispar, o
microscopista pode confundir a E. histolytica com outras Entamoeba de morfologia
semelhante (DOGANCI et al., 1997; PILLAI et al., 1999; TANYUKSEL e PETRI,
2003).

A conclusdo dos peritos da OMS (WHO, 1997b) de correlacionar a
amebiase invasiva com trofozoitos apresentando eritrocitos fagocitados, quando o
diagnéstico fosse realizado pela microscopia, € uma questao néo resolvida, desde
que trofozoitos de outras espécies de amebas intestinais ndo patogénicas podem
conter trofozoitos e a E. dispar pode também conter eritrécitos, além do que, a
deteccédo de trofozoitos ndo faz parte do conhecimento tradicional dos laboratérios
(ACKERS, 2002; HAQUE et al., 1995; KEBEDE et al., 2004). Tanyuksel et al.
(2005), em 380 amostras fecais coletadas na Turquia, refere ter sido raro a

ingestdo de células vermelhas pela E. histolytica. O encontro de trofozoitos com
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eritrocitos ndo foi observado neste estudo. Além da dificuldade para detectacéo
pelos microcopistas, as fezes devem ser observadas dentro de 20 minutos apos
coletada e trofozoitos moveis contendo eritrocitos ocorre durante a amebiase
invasiva, situacdo incomum em nosso meio (HAQUE et al., 2003; TANYUKSEL et
al., 2005; WALSH, 1988).

Vérios estudos indicam que o valor preditivo positivo (VPP) da microscopia
no diagnéstico da amebiase € considerado muito baixo. Isto indica que cada
exame positivo pela microscopia tem pouca probabilidade de ser realmente um
caso. Nesbitt et al. (2004) comparando a microscopia e o teste de ELISA em 842
amostras encontraram uma sensibilidade de 43% e um VPP de 5%. No Canada foi
verificado o VPP da microscopia de 27,3%, tendo como referéncia dois testes de
ELISA, em 112 pacientes de risco para amebiase: homossexuais masculinos,
imigrantes dos tropicos e viajantes no periodo de seis meses (PILLAI et al., 1999).
Na andlise das 1.798 amostras deste estudo, comparando com o teste de ELISA
foi observado que a microscopia apresentou um VPP de 26,4%. Portanto, mesmo
diante de pacientes sintoméaticos com exame microscopico positivo para E.
histolytica/E. dispar, deve-se sempre pensar em outras alternativas, que néo seja
apenas a amebiase (KEBEDE et al., 2004).

No sentido de confirmar a infecgéo de E. histolytica/E. dispar diagnosticada
pela microscopia, cada amostra positiva foi analisada pelo teste ENZYMEBA®.
Esta técnica apresenta sensibilidade e especificidade maior que 90%, quando
comparada a trés exames coproscopicos (GALINDO et al.,, 1998a). Uma das
limitacbes no estudo da amebiase encontra-se na excrecdo intermitente dos
cistos. Particularmente nos individuos que séo portadores assintomaticos ou que
nado tém colite disentérica, que excretam os cistos de forma intermitente. O exame
de trés amostras em dias separados aumenta a chance de identificacdo dos
infectados em 60—-80% (WALSH, 1986).

Neste estudo os resultados do ENZYMEBA® coincidiram com todas as
observacdes pela microscopia. Considerando a eliminacgéo ciclica dos cistos, este
resultado foi muito satisfatorio, desde que a pesquisa se realizou com uma Unica

amostra de fezes por individuo. Talvez esta questdo tenha sido atenuada, devido
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ao controle de qualidade instituido pelo laboratério de geohelmintos do Instituto de
Ciéncias Bioldgicas e da Saude (ICBS/UFAL), de cinco laminas para cada amostra
fecal. A concordancia em 100% entre os resultados da microscopia e do teste
ENZYMEBA® foi também observada por Galindo et al. (1998a), sendo que este
resultado s6é foi obtido quando foram utilizadas trés amostras de fezes na
microscopia. Ele verificou que a concordancia aumentava a medida que
aumentava o numero de amostras por individuo. Esta € uma das grandes
vantagens do ENZYMEBA®, sendo necessario o uso de uma Gnica amostra para o
diagnostico preciso, além de né&o utilizar o leitor de ELISA, instrumento sofisticado,
que pode ndo ser acessivel com facilidade em laboratérios de analise clinica.

Na comparacao entre os testes de microscopia e ENZYMEBA®, Fonte et al.
(1998) demonstraram em 288 individuos de trés hospitais de Cuba um grande
namero de resultados falso-positivos para E. histolytica/E. dispar pela microscopia.
Muitos fatores podem afetar de forma negativa o resultado do exame
microscoépico, como a habilidade dos microscopistas, tempo e maneira de coleta
das amostras, uso de medicacao e dificuldade na diferenciacéo entre as diversas
espécies de Entamoeba. Neste sentido a morfologia das amebas intestinais, como
a E. histolytica, E. coli, E. hartmanni, e lodameba bitschlii, sdo semelhantes e
muitas vezes de dificil identificacdo pelo exame microscopico (TANYUKSEL e
PETRI, 2003). A aplicacdo do ENZYMEBA® pela deteccéo da protease histolisina
especifica das duas espécies de Entamoeba (dispar e histolytica), permitiu reduzir
este viés de medicdo na pesquisa. Em que pese as vantagens da aplicacdo deste
exame, porém, ele ndo permite diferenciar a E. histolytica da E. dispar (GALINDO
et al., 1998b).

De acordo com as recomendagfes da OMS (WHO, 1997a) é ideal para as
pesquisas de amebiase a aplicacdo de testes que especifiqguem a E. histolytica.
Alguns estudos tém sido realizados em Estados do Brasil utilizando métodos
especificos para deteccdo da E. histolytica. Em Governador Valadares (Minas
Gerais), foram diagnosticados pela microscopia 51 individuos com cistos de E.
histolytica/E. dispar, dos quais apenas trés foram positivos para E. histolytica pelo
método de ELISA (SILVA et al., 2005). No Para, Povoa et al. (2000) identificaram
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28,99% de positividade, com varios casos de amebiase invasiva e Silva et al.
(2005), encontrou 29,35% de positividade para E. histolytica, aplicando o método
de deteccdo do antigeno. Em S&o Paulo, de 27 casos com microscopia positiva
para E. histolytica/ E. dispar, s6 um foi positivo para E. histolytica pela aplicacéo
do teste de ELISA (RIBEIRO et al.,, 2001). Em Pernambuco, a aplicacdo dos
métodos de analise isoenzimética, ELISA e Reacdo em Cadeia de Polimerase
(PCR) ndo detectaram a presenca de E. histolytica, so E. dispar (ACA et al., 1994;
PINHEIRO et al., 2004). Em Fortaleza, Braga et al. (1998; 2001a) encontraram
prevaléncia entre 10,6% e 14,9% desta infeccéo, detectados pelo ELISA. E, pois
de se deduzir que a prevaléncia da amebiase no Brasil se apresenta com muitas
diferencas de acordo com o Estado. Seria de grande importancia prosseguir com
as pesquisas e avaliar a epidemiologia desta protozoose em todo o pais utilizando
meétodos especificos.

A aplicacdo do teste de deteccdo do antigeno E. histolytica 1I® permite
identificar a E. histolytica para uma sensibilidade que pode variar de 86% — 95% e
uma especificidade de 98% — 99% (HAQUE et al., 1995, 1997). Comparando o
teste de deteccdo do antigeno E. histolytica 1I® com a PCR e a andlise
isoenzimatica, considerados como padrdo de referéncia, foi demonstrado por
Haque et al. (1998) uma correlacdo maior que 90% entre os resultados dos trés
meétodos. Esta verificacdo permitiu indicar qualquer uma destas técnicas
isoladamente para a pesquisa da infeccdo pela E. histolytica. Entretanto, destas
técnicas, o teste de deteccdo do antigeno E. histolytica 1I® foi o mais rapido e
simples, dando uma resposta dentro de trés horas. Em contraste a aplicagéo da
PCR utiliza material sofisticado e de alto custo, e a analise isoenzimatica necessita
de uma a duas semanas para realizacdo da cultura (EVANGELOPOULOS et al.,
2001; DIMICIELI, 2004; MIRELMANN et al., 1997; NUNEZ et al., 2001).

E possivel a identificacdo especifica da E. dispar pela aplicagédo da PCR e
da analise isoenzimética, que como foi referido, sdo meétodos de grande
complexidade. No entanto, Haque et al. (1995) utilizando o teste E. histolytica 11®
apos aplicacdo de um teste de triagem semelhante ao ENZYMEBA®, o teste

Entamoeba® (TechLab Inc., Blacksburg, Estados Unidos) diferenciou a E.
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histolytica da E. dispar , de forma bem mais rapida que o teste de analise
isoenzimatica. Para 52 culturas positivas, de 202 amostras de individuos com
diarréia, na qual a analise de zimodema poderia dividir em E. histolytica e E.
dispar, o teste especifico E. histolytica I11® identificou corretamente 21 de 22
infecgbes pela E. histolytica e 28 de 30 infec¢des pela E. dispar, com sensibilidade
de 95% e especificidade de 93%. Seguindo esta mesma estratégia Nesbitt et al.
(2001) avaliaram 842 amostras de Kilimanjaro, na Tanzéania, e aplicou o teste
Entamoeba® seguido do teste E. histolytica 1I® considerando a E. dispar como o
resultado dos positivos do Teste Entamoeba® menos o nimero dos positivos pelo
teste E. histolytica I1°. Ele concluiu que a prevaléncia de E. histolytica foi 1% e de
E. dispar 7,3%.

Aplicando este caminho metodolégico para esta pesquisa, das 68 (3,8%)
amostras positivas para E. histolytica/E. dispar, pelo teste ENZYMEBA®, apenas
18 (1,0%) amostras foram positivas para o teste E. histolytica 11®. Como resultado
se observou que 50 (2,8%) amostras poderiam ser classificadas como E. dispar.
Isto demonstra que a infeccdo pela E. dispar foi quase quatro vezes mais
prevalente que a infeccéo pela E. histolytica.

Comparando os métodos de diagnéstico (Tabela 5.2) se observa que o
teste ENZYMEBA® superestimou a prevaléncia da infeccdo pela E. histolytica.
Nufez et al. (2001) em amostras de fezes coletadas de dois hospitais e 13 clinicas
de uma provincia de Cuba, confirmaram com o teste ENZYMEBA® 49 amostras
diagnosticadas pela microscopia para E. histolytica/E. dispar. Ao comparar com a
técnica da PCR foram verificados que 36 (75,5%) amostras eram positivas para E.
dispar e 13 (24,5%) mostraram infeccdes mistas com as duas espécies. Este
resultado revelou que a aplicacéo do teste ENZYMEBA® confirmou uma das duas
espécies, com concordancia em 100% com a PCR, considerada padrdao de
referéncia. No entanto, como a E. dispar € muito mais prevalente do que a E.
histolytica, € provavel sempre apresentar uma superestimativa em relacdo a
prevaléncia da E. histolytica. Este padréo de resposta também se apresenta com a
aplicacdo do teste Entamoeba, Haque et al. (1999) em uma favela urbana de

Dhaka, Bangladesh, em 680 criancas de 2-5 anos de idade, observaram uma
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prevaléncia de 17,3% de E. histolytica/E. dispar pelo teste Entamoeba® e de 4,7,%
de E. histolytica pelo teste de deteccdo do antigeno. Da mesma forma, Braga et al.
(2001a), em 599 individuos de uma favela da cidade de Fortaleza — CE,
encontraram resultado aumentado no teste Entamoeba® (25%) com resultado de
15% para E. histolytica especificamente.

Evangelopoulos et al. (2001) no primeiro estudo realizado na Grécia apés a
redefinicAo da E. histolytica como duas espécies, avaliaram 322 individuos e
revelaram pela PCR 26 amostras positivas para E. dispar. Esta prevaléncia foi
atribuida as precérias condicbes de moradia e higiene. Concluiu-se que a
transmissdo e a prevaléncia de parasitos considerados n&do patogénicos, em
especial a E. dispar, foi diretamente associado com o padrao de vida. O indice de
desenvolvimento humano (IDH) avalia educacao, longevidade e renda. A cidade
de Maceié, em 2004 apresentou IDH abaixo das médias nacional e das capitais
(PNUD, 2006). Das 1798 amostras analisadas da cidade de Maceio, foram
identificadas 50 amostras que ndo eram E. histolytica com grande possibilidade de
serem E. dispar. Este aumento da prevaléncia pode ser explicado por constantes
reinfec¢des ao longo da vida, com colonizagéo do parasito.

Na tabela 5.2 se observa que a aplicacdo dos testes da microscopia e
ENZYMEBA® apresenta aumento da prevaléncia da E. histolytica/ E. dispar de
acordo com o aumento da idade. Apesar das diferencas de prevaléncia da E.
histolytica/E. dispar entre as faixas etarias a aplicacdo do qui-quadrado de
tendéncia demonstrou que este aumento foi significante (p= 0,03) e constante
entre uma faixa etaria e outra.

Quanto aos infectados pela E. histolytica verificou-se outro padrédo de
resposta, mantendo-se a infeccdo invariavel nas primeiras duas faixas etarias: de
4-8 e 9-11 anos de idade. Ao observar a tabela 5.3 que avalia as diferencas entre
0 grupo analisado e o grupo de perdas, verificou-se uma diferenca significante em
relacédo a idade, chamando atencao na faixa etéria entre 12-15 anos. Este viés de
selecao poderia justificar a diminuicdo da prevaléncia da E. histolytica apresentada
nesta faixa etaria, porém outros estudos encontraram o0 mesmo padrdo de

resposta. Em Fortaleza, Braga et al. (2001b) observaram um pico de prevaléncia
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na faixa etaria de 1-5 anos de idade, sem reducdo marcante com a idade. Este
dado sugere uma exposi¢cdo continua para o parasito como também que a
imunidade existente ndo permitiu protecdo contra novas infecgdes. No entanto foi
demonstrado que apos os 11 anos a prevaléncia de infectados apresentou
reducdo (Tabela 5.2). Rivera et al. (1998), em comunidade das Filipinas
observaram que a prevaléncia de infectados era alta na faixa etaria entre 5-14
anos, com diminuicdo da taxa de infec¢do apods esta idade. Esta reducdo poderia
ser explicada pela diminuicdo a exposicdo dos individuos ao parasito. Talvez com
0 aumento da idade, as criangas vieram ter mais conhecimento sobre os riscos de
contaminac¢éo das enteroparasitoses.

N&o foi observada relagdo da infeccéo pela E. histolytica com o sexo dos
alunos. Este achado foi também observado por Haque et al. (1999), em
Bangladesh; por Blessmann et al. (2002) no Vietham e Braga et al. (2001a), em
Fortaleza.

A andlise da amostra dos escolares quanto a presenca de E. histolytica nas
escolas demonstrou que quatro (22%) dos 18 alunos infectados pela E. histolytica
estudavam em uma mesma sala de aula, o que pode sugerir a possibilidade de
transmissao entre 0s mesmos, embora se reconhec¢a que a contaminacao familiar
€ muito mais significativa. A amebiase € transmitida pela contaminacdo fecal na
agua de beber e na comida, com maos ou objetos sujos, contato sexual anal e
condicOes precarias sanitarias e de higiene (NESBITT et al.,, 2004). Em estudo
sobre a epidemiologia da E. histolytica em 28 familias de uma comunidade de
Fortaleza, foi demonstrado que 73% dos contatos familiares eram também
colonizados com E. histolytica e apenas um membro da familia infectado era um
importante fator de risco para infeccao de toda familia (BRAGA et al., 2001b).

Uma questdo em discussdao é sobre a indicacdo de tratamento dos
individuos com microscopia positiva para E. histolytica/E. dispar, sem a
identificacdo especifica da E. histolytica. De acordo com as recomendacdes da
OMS (WHO,1997b), nos pacientes sintomaticos, ndo se deve assumir que a E.
histolytica é a causa dos sintomas e outras explicacdes devem ser consideradas.

Nos individuos assintomaticos o tratamento ndo é apropriado, a menos que
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existam razdes para suspeitar de infeccéo pela E. histolytica, como: titulos altos de
anticorpos especificos, histéria de contato com amebiase invasiva ou um surto de
amebiase. No entanto, deve-se considerar sua participacdo no ciclo extra-
intestinal da amebiase e no risco de desenvolver a doenca. Portanto, conclui-se
gue é necessario empregar métodos possiveis que permitam confiabilidade para o
diagnostico da infeccdo pela E. histolytica (DIMICIELI, 2004; HAQUE et al., 1999;
SANCHEZ-GUILLEN et al., 2002; SILVA et al., 2005). Ha de se considerar, porém,
que o emprego da microscopia das fezes, devido a sua praticidade e baixo custo,
continua a desempenhar seu papel, no suporte para o diagnostico de varias
parasitoses.

A analise das fezes pela microscopia Optica mostrou infecgdo com varios
parasitos intestinais (Grafico 5.1). Em Belém, na analise de 845 amostras fecais o
helminto mais frequente foi o Trichuris trichiura tendo sido encontrado em 8,3%
(28/334) das amostras, seguido dos ancilostomideos (7,78%) e Ascaris
lumbricoides (7,18%) (SILVA et al.,, 2005). Em estudo com 454 alunos de 6-10
anos de escolas publicas da cidade de Maceio, foi identificado como parasitos
mais frequentes: Ascaris lumbricoides (22%), Giardia lamblia (9,9%), Trichuris
trichiura (6,7%) e ancilostomideos (1,5%) (SANTOS, 2001). A infeccao pela E. coli
foi a de maior prevaléncia entre os protozoarios, na andlise das 1.798 amostras
deste estudo. Vale ressaltar que entre os 18 alunos infectados com E. histolytica,
15 (83,3%) foram positivos também para E. coli.

Os estudos sobre amebiase apresentam algumas limitacbes que devem ser
evitadas (WALSH, 1986). A primeira delas se refere a amostras nao
representativas da populagdo, com utilizagdo de pacientes hospitalizados ou
atendidos em ambulatorios. A segunda limitacdo diz respeito a dificuldade de
aplicar um método rapido e facil, com capacidade de distinguir entre a ameba
patogénica e a ndo patogénica, que nao necessite de equipamentos sofisticados e
técnicos treinados. A Ultima limitacdo trata-se da excrecao intermitente dos cistos
nas fezes. A maioria dos estudos examina apenas uma amostra por individuo, o

gue leva a uma diminuicdo da deteccao dos infectados.
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Em relacdo a estas consideragdes, no aperfeicoamento desta investigacao,
foram analisadas 1.798 amostras, com uma metodologia balizada nos principios
da amostragem equipropabilistica em multiplos estagios, de escolas selecionadas
aleatoriamente. Os meétodos de diagndstico foram aplicados em série, com
sensibilidade e especificidade maior que 90%, quando comparados ao padrao de
referéncia e de facil execucdo. E atendendo a ultima questdo, a aplicacdo dos
testes de ELISA dispensou a utilizagdo de amostras seriadas. Todavia, apesar de
todo empenho, foi observado que houve um nimero de perdas que por prudéncia
foi avaliado e comparado ao grupo analisado segundo suas caracteristicas
biolégicas e ambientais, verificando-se que ndo houve prejuizo a pesquisa,
considerando a existéncia de apenas duas diferencas significantes (faixa etéria e
condicéo de destino dos dejetos) (Tabela 5.3).

Mediante o0s resultados deste estudo € importante rever sobre o
conhecimento da epidemiologia e diagnostico da amebiase em Macei6,
considerando que a maior parte dos resultados encontrados pela microscopia foi
falso-positivo, sem necessidade de tratamento. Atualmente o diagnéstico da
amebiase em Macei6 é determinado pela microscopia, e como foi visto, tem VPP
muito baixo, sem apresentar confiabilidade no resultado positivo. A aplicacdo de
testes rapidos, especificos e de precisdo como o teste de detec¢do do antigeno, o
E. histolytica I1°, utilizado nesta pesquisa, permitiu distinguir com facilidade entre
as duas espécies de Entamoeba. As aplicacBes destes testes sdo mais caras que
a do exame microscopico, mas reduz de forma evidente a indicacdo de

tratamentos desnecessarios e diagndésticos errados de amebiase.

65






7

<<<< Conclustes

Repensar sobre o diagndstico da amebiase em Maceid

Considerando que:

A maioria dos resultados pela microscopia foi falso-positivo;

A aplicacao do Teste E. histolytica Il foi de facil aplicacao e permitiu a
identificacdo especifica da E. histolytica;

A prevaléncia real da E. histolytica foi de 1,0% (18/1798) e nédo 3,8%
(68/1798);

A prevaléncia da E. dispar foi de 2,8%, quase quatro vezes maior que a
prevaléncia da E. histolytica;

Evitou-se o tratamento desnecessario de 50 (73,5%) criancas.

Os resultados deste trabalho permitem que medidas possam ser

indicadas, como:

Informacao aos profissionais de saude sobre a existéncia da E. histolytica e
E. dispar em Macei0;

Informacao sobre a importancia do diagndstico especifico da E. histolytica
para definicdo do tratamento;

Sugestdo aos laboratorios de analise clinica para modificar o registro de
cistos de E. histolytica para E. histolytica/E. dispar, quando o diagnéstico for
feito pela microscopia e a possibilidade de implantagcdo dos testes
especificos;

Novos estudos imunolégicos poderéo ser aplicados, utilizando o método da
Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR) com o propdsito de avancar

nestes resultados e identificar a existéncia de diferentes cepas.
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APENDICE 1

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Nome da pesquisa: Prevaléncia da Entamoeba histolytica em estudantes das escolas
publicas da cidade de Macei6

Pesquisador responsavel: lasmin de Albuquergque Cavalcanti Duarte

Eu, abaixo assinado, responsavel pelo menor

concordo que 0 mesmo participe desta pesquisa sobre a presenca de ameba nas criancas
das escolas publicas e da cidade de Maceid. Sei que a razdo deste estudo é saber se
existe ameba nas fezes das criancas e/ou adol escentes da nossa cidade.

Fui esclarecido sobre as perguntas que serdo feitas através de um questionario, como
também sobre a coleta de fezes para realizacdo de exames no laboratério. Estou ciente
de que serdo doados os potes para coleta das fezes e que ndo terei nenhuma despesa
com 0s exames a serem realizados.

Fui informado dos beneficios que esta pesguisa podera trazer. Admito que todas as
minhas dividas foram esclarecidas pelo médico responsavel por esta pesquisa. Fui
informado também que quando os resultados desta pesquisa forem apresentados, ndo
serdo revelados dados que possam identificar minha crianca e/ou adolescente.

Sei que tenho aliberdade de retirar meu consentimento a qualquer momento e deixar de
participar do estudo, sem que isto traga prejuizo para minha crianca e/ou adol escente.
Visto que nada tenho contra a pesquisa, concordo em assinar 0 presente termo de
consentimento

Maceio, / /

Assinatura do responsavel

Assinatura do pesquisador
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APENDICE 2

QUESTIONARIO

PREVALENCIA DA E.histolytica EM ESTUDANTES DAS ESCOLAS PUBLICAS NA

CIDADE DE MACEIO

Identificacao:
Questionario n° ( )

Nome da crianga

Sexo: Masculino (1) Feminino (2)
Data do nascimento / /
Escola

Endereco

1. A agua da casa usada para beber é
da rede publica?

Sim

N&o

2. Tem agua encanada em casa?
Sim
Nao

3. Tem sanitario na casa?
Sim
Nao

4. Qual o destino dos dejetos?
Fossa
A céu aberto

5. Como sao as paredes da casa?
De tijolo

De taipa

De lona ou papelao

6. Viajou ou chegou de algum estado
nos ultimos 6 meses?

Sim

N&o

Qual estado?

(1)
(2)

(1)
(2)

(1)
(2)

(1)
(2)

(1)
(2)
3)

(1)
(2)
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ANEXO 1

UNIVERSIDADE FEDERAL DE ALAGOAS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

Senhor(a) Pesquisador(a) : BIOETICA

“UFaL- S L
O Comité de Etica na Pesquisa (CEP), reunido em 127112 1202
e com base no parecer emitido pelo(a) relator(a) do processo n°co90S8} jp2-97,
sob o titulo PREUALENCIR DA ENTAIMIERD HISTOWTILE em
ESTLDMVTES DAS ESDIAS PO BLILAS DE MACETS . %
de sua autoria, vem por este instrumento comunicar sua aprovacfio, com base
no item VIIL.13,b, da Resolugdo n® 196/96.

Outrossim, recomendamos a observancia do que consta na folha de
rosto com respeito ao cumprimento dos prazos para entrega de relatdrios, bem
como o atendimento da referida Resolugio, sobretudo no que se refere aos itens
I, IV e V, (protegdo ao sujeito) e das demais Resolugdes da CONEP/CNS,
quando for o caso(*).

Na eventualidade de esclarecimentos adicionais este Comité coloca-
s¢ a disposi¢do dos interessados para o acompanhamento da pesquisa em seus

dilemas éticos e exigéncias contidas nas Resolugdes supra referidas.

(*) Areas temdticas especiais.
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Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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