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Resumo 

 

A identificação de infecções por Entamoeba histolytica constitui assunto prioritário em 

amebíase desde que a E. dispar foi reconhecida como espécie em 1997 pela 

Organização Mundial de Saúde (OMS). A E. histolytica é a única ameba no intestino 

humano que invade os tecidos, produzindo no indivíduo infectado graus de morbidade 

variados, que se não prontamente diagnosticado e tratado pode ser fatal. A E. dispar é 

considerada uma espécie comensal e o tratamento com imidazólicos é dispensável. As 

diversas taxas de prevalência da infecção relatadas na literatura em sua grande maioria 

foram obtidas antes do reconhecimento desta nova espécie de Entamoeba, existindo a 

necessidade da padronização de novas técnicas de diagnóstico a fim de se diferenciar 

as duas espécies.  

 

Entre os diversos métodos moleculares de diagnóstico, a PCR é tida como uma técnica 

altamente sensível e específica. Neste trabalho avaliamos a aplicabilidade da PCR 

como método diagnóstico de infecções por E. histolytica e E. dispar. 

 

A PCR foi comparada à microscopia e a técnica de ELISA para coproantígenos. 

Verificamos uma sensibilidade menor da PCR quando comparados aos métodos de 

microscopia (69.811%) e de ELISA (64.286%). No entanto estes resultados podem 

estar relacionados ao modelo tomado como padrão, a microscopia ótica e o ELISA. A 

microscopia ótica depende muito da experiência do microscopista, culminando 
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principalmente, em resultados falso positivos. Tomando como padrão o perfil de 

zimodemas foi obtida uma concordância de 100% 

 

Experimentalmente, a técnica de ELISA para coproantígenos mais sensível apresenta 

resultados positivos com no mínimo 100 trofozoítos por poço. A PCR é capaz de 

identificar menos que um trofozoíto. 

 

Estes resultados sinalizam para a superioridade da PCR como método diagnóstico e 

estimulam a continuidade de estudos envolvendo sua padronização e otimização. 
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1 – Introdução 

 

1.1 – Histórico 

 

As infecções intestinais foram relatadas desde a Grécia antiga, pelo grande filósofo e 

médico Hipócrates 460-377 a.C que fez a primeira referência a uma “doença mortífera” 

que acometia indivíduos que possuíam febre e disenteria (TANYUSKEL & PETRI, 

2003). 

 

Apenas em 1875, Fedor Aleksandrovich Lösch em certos estudos microscópicos e 

clínicos, associou disenteria à presença de trofozoítos amebóides em fezes os quais 

denominou de Amoeba coli. Koch (1887), descreveu pela primeira vez a invasão de 

tecidos por amebas semelhantes às descritas nos estudos de Lösch (1875). A 

descrição patológica da invasão amebiana no fígado e no intestino foi feita por 

Councilman & Lafleur (1891), que pela primeira vez utilizaram as expressões disenteria 

amebiana e abscesso hepático amebiano. Estes autores descreveram detalhadamente 

esta ameba que foi considerada responsável pela patologia, e nomearam-na de 

Entamoeba dysenterie. 

 

Schaudinn (1903), descreveu outra espécie de ameba no intestino humano, a 

Entamoeba coli. Esta ameba não foi associada a nenhuma patologia. Este mesmo autor 

renomeou a E. dysenterie como E. histolytica, baseando-se na sua extraordinária 

habilidade de lisar tecidos. Craig (1905) observou que o nome Entamoeba dysenterie 

de Councilman & Lafleur (1891) era prioritário sobre Entamoeba histolytica. Nesse 

período houve várias denominações às amebas que colonizavam o intestino humano, 
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havendo controvérsias em relação ao nome científico do parasito. Walker (1911) 

redescreveu as amebas que colonizavam o intestino humano, confirmando a 

denominação Entamoeba histolytica e distinguindo-a da Entamoeba coli, com base na 

identificação do número de núcleos dos cistos das duas espécies. 

 

Em 1925, Emile Brumpt propôs a existência de duas espécies do gênero Entamoeba 

que eram semelhantes na sua morfologia, infectando o homem, sendo uma patogênica 

e a outra não-patogênica, visto que muitas pessoas aparentemente infectadas com 

Entamoeba histolytica nunca desenvolviam sintomas e espontaneamente livravam-se 

da infecção. Com base no estudo da patogenicidade das duas espécies em humanos e 

experimentalmente em gatos jovens, Brumpt, denominou a espécie não patogênica 

como Entamoeba dispar. Entretanto, pelo fato de os caracteres morfológicos entre 

essas duas espécies serem idênticos, a idéia não foi bem aceita entre os 

pesquisadores da época. 

 

Diamond em 1961 (DIAMOND, 1968) estabilizou pela primeira vez culturas axênicas de 

Entamoeba histolytica, permitindo posteriores estudos de caracterização bioquímica e 

imunológica. Em 1978, Sargeaunt diferenciou isolados patogênicos e não patogênicos 

de Entamoeba histolytica através de diferentes padrões eletroforéticos de isoenzimas.  

 

Clark & Diamond (1993), considerando evidências bioquímicas, imunológicas e 

genéticas que distinguiam amebas isoladas de indivíduos sintomáticos e 

assintomáticos, reescreveram a espécie E. histolytica. No seminário sobre amebíase, 
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realizado no México em 1997, pesquisadores da área e a OMS se reuniram e foi 

confirmada enfim, a existência da E. dispar (WHO, 1997). 
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1.2 – Morfologia do parasito 

 

Entamoeba histolytica apresenta trofozoítos com tamanho variando de 20 a 40 µm de 

diâmetro, podendo chegar até 60µm em lesões invasivas. O parasito apresenta um 

único núcleo, e freqüentemente há hemácias englobadas presentes no citoplasma, 

sendo menos freqüente a presença de leucócitos e bactérias (DIAMOND & CLARK, 

1993; RAVDIN, 1995). Possui ribossomos arranjados em hélice formando agregados 

em barras alongadas com pontas arredondadas, denominados como corpos 

cromatóides (DIAMOND & CLARK, 1993). O protozoário não apresenta mitocôndria, 

retículo endoplasmático rugoso ou complexo de Golgi (DIAMOND & CLARK, 1993). O 

núcleo apresenta cromatina periférica com cariossoma esférico (0.5 µm de diâmetro) 

freqüentemente localizado em posição central. Os cistos são esféricos com cerca de 10 

a 16 µm de diâmetro, apresentando de um a quatro núcleos (quatro, quando maduros), 

glicogênio como reserva energética em um vacúolo distinto no cisto imaturo, tornando-

se difuso nos cistos maduros (DIAMOND & CLARK, 1993). A parede celular dos cistos 

é composta de quitina, um polímero de N-acetyl-D-glicosamina. (RAVDIN, 1995). 
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1.3 – Biologia do parasito 

 

Os humanos são caracterizados como reservatório principal da E. histolytica/E. dispar. 

No entanto, macacos da família Cebidae e Callitrichidae, tatus e tamanduás podem ser 

encontrados infectados (VERWEIJ et al., 2003, SOARES et al., 2000). O complexo de 

espécies já foi encontrado também em fezes de cães e gatos, sugerindo a possibilidade 

de transmissão zoonótica da doença, não existindo, porém nenhum caso comprovado 

na literatura (TANYUSKEL & PETRI, 2003). 

 

A transmissão da doença ocorre através da via oral-fecal, pela ingestão de alimentos 

contaminados com resíduos fecais contendo cistos e pode ocorrer através do contato 

sexual oral-anal (MORAN et al.., 2005). Artrópodes como Periplaneta americana, 

Blatella germanica e moscas de variadas espécies se caracterizam como vetores 

mecânicos de cistos do parasito (PAI et al., 2003). 

 

O ciclo biológico do parasito é marcado pela existência de dois estágios, o estágio 

infectante que seria o de cisto e o estágio de multiplicação de trofozoítos na luz do 

intestino grosso. Cistos maduros do parasito são ingeridos pelo hospedeiro, passam 

pelo estômago e chegam ao intestino delgado na porção terminal do íleo. Neste local 

há o desencistamento de oito trofozoítos resultantes da divisão mitótica da célula do 

cisto. Estes trofozoítos são levados através do bolo alimentar até o intestino grosso, na 

parede da mucosa do cólon transverso ficam aderidos e se nutrem de bactérias e 

células. Certos trofozoítos aderidos na parede intestinal se destacam da mesma, 

transformando-se em pré-cistos que contém apenas um núcleo e após tornarem-se 
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maduros se caracterizam pela presença de quatro núcleos. Nas fezes diarréicas pode-

se encontrar pré-cistos e trofozoítos, nas fezes pastosas pré-cistos e cistos maduros e 

nas fezes formadas cistos maduros (TANYUSKEL & PETRI, 2003).  

 

Os cistos no ambiente podem viver por semanas ou meses principalmente em 

condições úmidas. À temperaturas menores que 5ºC e maiores que 40ºC são 

rapidamente degenerados (TANYUSKEL & PETRI, 2003).  
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Figura 1: Cisto de E. histolytica/E.dispar em sedimento fecal humano 
corado com lugol.  
FONTE: <www.cdc.gov> 
 
 
 
 
 
 

 
 
Figura 2: Trofozoíto de E. histolytica/E.dispar em sedimento 
fecal humano, corado com tricrômio de Wheatley. Aumento de 
x 800. Notar o núcleo arredondado e o cariossoma central. 
FONTE: Stanley, 2003. 
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1.4 – Amebíase 

 

A amebíase é definida como a infecção causada pelo protozoário parasita Entamoeba 

histolytica que pode produzir manifestações clínicas ou não (WHO, 1997). O parasito 

normalmente reside no intestino grosso, podendo penetrar ocasionalmente na 

submucosa deste órgão e alcançar através do sistema porta venoso, o fígado, 

causando lesões necróticas e disseminando-se para outros órgãos. A patologia 

acarretada pelo parasita é responsável por mais de 100.000 mortes ao ano, ocupando o 

segundo lugar em termos de mortalidade por protozoários (WHO, 1997). Em 

Bangladesh, onde a amebíase é sério problema de saúde pública, doenças diarréicas 

são a maior causa de morte em crianças com um índice de mortalidade de 30% (PETRI 

et al., 2000). 

 

Vários fatores podem contribuir para o desenvolvimento da doença sendo estes 

intrínsecos do hospedeiro como a microbiota intestinal, dieta alimentar, status 

imunológico, sexo, idade e fatores do parasito, dependente do grau de virulência de 

cepas de E. histolytica (GOMES et al., 2000; STANLEY, 2003) 

 

A amebíase é classificada como a infecção sintomática ou assintomática do homem 

pelo protozoário E. histolytica. Desde a descrição da E. dispar, não é conhecida a real 

percentagem de indivíduos assintomáticos e sintomáticos. Indivíduos assintomáticos 

podem estar infectados tanto com E. histolytica quanto com E. dispar. Estima-se que a 

infecção por E. dispar seja cerca de 3 vezes mais freqüente que por E. histolytica 

(HAQUE et al.,1999; PINHEIRO et al.,2004;). Contudo esta estimativa considera dados 
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coletados de diagnósticos moleculares ainda em fase de padronização, não havendo 

um método molecular padronizado e utilizado unanimemente para diagnóstico, 

sobretudo epidemiológico. 

 

Indivíduos sintomáticos podem estar infectados tanto com E. histolytica quanto com E. 

dispar. A forma clínica de colite disentérica e necrose coliquativa do fígado são 

produzidas somente pela E. histolytica (WHO, 1997). A forma clínica de colite não 

disentérica, muito comum em nosso país, pode ser causada por E. dispar ou E. 

histolytica (GOMES et al., 2000). Os sintomas da colite não-disentérica não são 

patognomônicos da amebíase e podem ser confundidos com os de outras doenças 

como, por exemplo, a Síndrome do Cólon Irritável. Assim a E. dispar pode não ser 

responsável pela manifestação clínica. O diagnóstico diferencial entre as espécies 

direciona a terapia (WHO, 1997). 
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1.4.1 – Patogenia e sintomatologia 

 

A patogenia pode ser definida como eventos celulares e outros mecanismos que 

ocorrem no desenvolvimento de uma doença (RAVDIN, 1989). O mecanismo inicial 

para o evento seria a ligação de alta afinidade que a lectina de superfície da 

Entamoeba histolytica, Gal/GalNAC (lectina ligante a galactose / N-acetil-d-

galactosamina) possui em relação à receptores existentes nas mucinas das células 

epiteliais do intestino humano (PETRI et al., 1990; RAVDIN, 1989;). A partir da ativação 

do ‘programa’ de virulência da ameba, proteínas denominadas de amebaporos são 

secretadas pelo parasito promovendo a formação de poros nas membranas das 

células-alvo (STANLEY, 2003). Cisteíno-proteinases são secretadas pela ameba, 

provocando a quebra de MUC2 (apoproteína mucina 2), o maior componente do muco, 

além de mediar a proteólise das células caliciformes (HUSTON, 2004). Proteases como 

Catepsina-B são adicionalmente secretadas pelo parasito, tendo um papel na 

degradação de proteínas relevantes da matriz extracelular, como colágeno tipo I, 

fibronectina e laminina (HUSTON, 2004). Estes eventos promovem a liberação de 

interleucinas e outros fatores quimiotáticos pelas células afetadas, havendo o 

recrutamento de neutrófilos para o local de invasão pelo parasito (STANLEY, 2003). E. 

histolytica possui a capacidade de lisar neutrófilos, contribuindo para um aumento de 

mediadores da inflamação, causando diarréia e provocando úlceras na mucosa, 

caracterizando a colite amebiana (STANLEY, 2003). 

 

A colite ou disenteria amebiana afeta cerca de 9% dos indivíduos portadores de 

infecção por Entamoeba histolytica, sendo esta representada por dor abdominal, às 
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vezes febre e no mínimo 10 evacuações diarréicas mucosanguinolentas diárias 

caracterizando o estágio agudo da doença. As complicações relacionadas são: colite 

fulminante, com perfurações das úlceras, ameboma, amebíase cutânea e fístulas reto-

vaginais (TANYUSKEL & PETRI, 2003) 

 

Alcançando o sistema porta, E. histolytica se instala no fígado, produzindo necrose do 

órgão (RAVDIN, 1989), representada por lesões únicas no lóbulo direito do fígado em 

90% dos casos (SHARMA & AHUJA, 2003). Os sintomas são dor no hipocôndrio direito, 

febre, hepatomegalia, icterícia e dor irradiando para o ombro direito (HAQUE et 

al.,2000). As complicações decorrem da ruptura do mesmo, a circulação transporta o 

parasito para o pulmão, podendo neste local formar novo abscesso como 

adicionalmente na pleura, no pericárdio e até amebíase genito-urinária (TANYUSKEL & 

PETRI, 2003). 
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1.4.2 - Epidemiologia e distribuição geográfica 

 

A prevalência da infecção amebiana pode ser maior que 50% em certas regiões de 

países em desenvolvimento. Estudos sorológicos na cidade do México (CABELLERO-

SALCEDO et al., 1994) mostraram que cerca de 9% da população acima de cinco anos 

estava infectada com E. histolytica. Ramos et al. (2005) em um estudo em uma 

comunidade rural no México, encontrou uma prevalência de 11,4% para E.histolytica e 

de 7,2% para E. dispar. Mais de 1 milhão de casos de amebíase neste país são 

notificados com mais de 1000 mortes ao ano (HAQUE et al., 1999) 

 

Taxas altas de infecção podem ocorrer na Índia, África e América do Sul e Central. Em 

Dhaka, Bangladesh, onde patologias acompanhadas de diarréia são causas principais 

de mortes em crianças menores de seis anos de idade, cerca de 55% das crianças 

possuíam sorologia positiva para E. histolytica em um estudo prospectivo de dois anos. 

A incidência anual de colite amebiana foi comparável com a taxa de disenteria causada 

por Shigella nesta coorte sendo de 2% (HAQUE et al., 2002). Em outro estudo na 

mesma região, a prevalência da infecção por E. histolytica em crianças foi de 4,7% 

(HAQUE et al., 1999) 

 

No Vietnã, Blesmann et al (2002) encontraram uma prevalência de 0,9% para E. 

histolytica, sendo que em 8 anos foram identificados 2.031 casos de abscesso hepático 

amebiano, indicando uma incidência de pelo menos 21 por 100.000 habitantes ao ano. 

O risco para abscesso hepático amebiano foi significantemente dependente de idade e 

sexo, sendo que 95% dos casos atingiam adultos e 80% eram do sexo masculino, 
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porém títulos de anticorpos anti-lectina Gal/GalNac foram maiores em pessoas do sexo 

feminino. 

 

Na Venezuela, estudos sorológicos mostraram que nesta região a amebíase seria 

endêmica, com taxas de 1,8 a 29.5% em áreas urbanas e mais de 20% em 

comunidades rurais (CHACÍN-BONILLA & BONPART.,1981). 

 

No Brasil, a prevalência do parasito varia entre as regiões. No Amazonas em um estudo 

recente, Benneton (2003), encontrou uma prevalência do complexo 

E.histolytica/E.dispar de 21,5%, sendo que de E. histolytica foi encontrado 1,5%. Em 

Pernambuco, foi constatada igualmente uma maior prevalência para E.dispar sendo 

esta de 4,1% e 0% para E. histolytica (PINHEIRO et al. 2004). Silva et. al. (2005) 

encontraram uma prevalência de 29,35% para E. histolytica na grande Belém – PA, 

utilizando o kit da Entamoeba histolytica test II® da TechLab. 

 

Braga et al. (2001) demonstraram uma prevalência 14,9% para E histolytica sobre 

10,6% para E. dispar numa comunidade da periferia de Fortaleza. Estes estudos 

reforçam a endemicidade do parasito no Nordeste do país, apesar de geralmente não 

ocorrer doença. 

 

Em países desenvolvidos, ocorrem altas taxas de infecções em homens homossexuais 

sexualmente ativos, turistas recém chegados de áreas endêmicas, imigrantes, pessoas 

institucionalizadas como idosos, crianças, deficientes mentais e pessoas portadores do 

vírus HIV (MORAN et al., 2005, TANYUSKEL & PETRI, 2003) 
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1.5 – Diferenças moleculares entre E. histolytica e E. dispar  

 

Evidências moleculares validaram a teoria de Brumpt (1925) com vários trabalhos 

demonstrando diferenças entre as duas espécies. Dentre estes, Tannich et al. (1989), 

encontraram uma organização diferente do gen da actina para as duas espécies de 

Entamoeba. Através da análise do seqüenciamento de DNA comparação de 

seqüências de aminoácidos entre os clones de ambos isolados patogênicos e não 

patogênicos, foi encontrada uma divergência evolucionaria de 12%. A hibridização com 

sondas específicas de cDNA ao DNA genômico de 4 isolados patogênicos e 5 isolados 

não patogênicos revelou 2 padrões distintos  por Southern blot. 

 

Clark & Diamond (1991), utilizaram a técnica de RFLP para diferenciar amplicons da 

subunidade menor do RNA ribossômico (SSU rRNA) em isolados provenientes de 

pacientes sintomáticos, caracterizados como cepas patogênicas e de assintomáticos, 

caracterizados como cepas não patogênicas. A análise do padrão das amostras 

separou-os em grupos distintos. A seqüência parcial dos genes de três isolados de 

cada grupo revelou uma distância genética de 2,2% entre os dois grupos. Estas 

diferenças significativas tanto nas regiões codificadoras do gen do rRNA quanto nas 

regiões intergênicos, são utilizadas como proposta de diagnóstico molecular mostrado 

em vários trabalhos (BHATTACHARYA et al.,1998) 

 

A região interna transcrita (região ITS) do rRNA apresenta-se variável em comprimento 

entre as variadas espécies de Entamoeba e possui seqüências altamente conservadas 

comparadas à outras regiões do rRNA. Srivastava et al., (2005) através da técnica de 
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‘transposon display’ utilizou sondas que se ligam a este alvo genético para a 

diferenciação entre cepas de E.histolytica. Nesta região do rRNA existe um 

retrotransposon de E. histolytica bem caracterizado presente em cerca de 500 cópias 

por célula e totalmente ausente em E.dispar. Esta análise molecular utilizou várias 

cepas de E.histolytica derivadas de cultura polixênica. A identificação das espécies por 

PCR teve como alvo a região ITS-2 e 18S do rRNA, aplicado a fezes positivas para 

cistos do complexo de espécies concentradas por formol-éter. 

 

Diferenças na seqüência de aminoácidos (5%) e na expressão dos genes de cópia 

única para a enzima superóxido dismutase foram encontradas nas duas espécies de 

Entamoeba através de seqüenciamento e pela técnica de RFLP (restriction fragment 

lenght polimormfism) (TANNICH et al., 1991).  

 

Gomes et al. (1997) utilizando a técnica de LSSP-PCR (Low-Stringency Single Specific 

Primer - Polymerase Chain Reaction), demonstraram diferenças entre E. histolytica e E. 

dispar através da análise de um fragmento de DNA de um gen estrutural de 482 pb. 

 

Petri et al. (1990) diferenciaram cepas patogênicas (E.histolytica) e cepas não-

patogênicas (E.dispar) através de anticorpos monoclonais que são específicos para a 

lectina de aderência Gal/GalNac existente na superfície da membrana celular das 

amebas. Esta lectina possui 6 epitopos, dos quais 4, E.dispar não possui. 

 

Tachibana et al., (1990) utilizaram anticorpos monoclonais para identificar E. histolytica, 

sendo que estes reagiram com 42 isolados patogênicos e falharam na reação com 14 
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isolados não-patogênicos. A análise por Western immunoblotting mostrou que o peso 

molecular do componente antigênico reconhecido pelos anticorpos monoclonais era de 

30KDa encontrado exclusivamente em isolados patogênicos com diferentes perfis de 

zimodemas. 
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1.6 – Diagnóstico 

 

1.6.1 – Clínico 

 

Sintomas comuns a outras infecções gastrointestinais e o poliparasitismo levam a 

necessidade de confirmação da suspeita da infecção por amebas. Os sintomas sendo 

não específicos são confundidos facilmente com Shigelose (S. dysenterie e S. flexeneri) 

e com um número de outras disenterias bacterianas como infecções por Salmonella, 

Campylobacter ou Escherichia coli (TANYUSKEL & PETRI, 2003). 

 

1.6.2 – Diagnóstico Laboratorial 

 

1.6.2.1 – Morfologia 

 

Para o diagnóstico da infecção por E. histolytica/E. dispar, historicamente tem sido 

escolhido a microscopia ótica. Apenas um exame microscópico não é recomendado 

para o diagnóstico de amebíase luminal, (DOGANCI et al., 2004) e vários fatores 

podem contribuir para afetar os resultados da microscopia ótica. A falta de 

microscopistas bem treinados seria um destes fatores, que teria como conseqüência 

resultados falso-positivos ou falso-negativos. Pode existir a dificuldade em se 

diferenciar trofozoítos não-móveis de leucócitos polimorfonucleares, macrófagos e 

células de tecidos (TANYUSKEL & PETRI, 2003). 
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Outros fatores relacionados à falha na microscopia ótica seriam o tempo de entrega da 

amostra fecal ao laboratório e condições de coleta inadequadas como recipientes 

contaminados ou coleta das amostras fecais diretamente do solo. Algumas drogas ou 

alguns medicamentos podem igualmente interferir no exame como antibióticos, 

laxativos, antiácidos, catárticos (sulfato de magnésio), preparações antidiarréicas 

(kaolina ou bismuto). Outro problema é a eliminação intermitente de cistos, havendo 

necessidade de se concentrar material de três coletas em dias alternados, visando 

diminuir resultados falsos negativos (TANYUSKEL & PETRI, 2003) 

 

O diagnóstico de fezes diarréicas prevê a identificação de trofozoítos. A presença de 

hemácias em seu citoplasma seria um indicativo de infecção por E. histolytica 

(GONZÁLES-RUIZ et al, 1994a), no entanto este encontro é raro (TANYUSKEL et al., 

2005). Kebede et al. (2004) em um estudo de prevalência do parasito na Etiópia, 

submeteram 108 amostras fecais positivas para trofozoítos com hemácias englobadas, 

diagnosticadas pela microscopia ótica, a um PCR em tempo real, utilizando como alvo o 

gen da SSU rRNA (subunidade menor do RNA ribossomal). Setenta e sete amostras 

foram positivas para E. dispar e apenas uma foi positiva para E. histolytica, enquanto as 

30 restantes foram negativas para qualquer uma das espécies de Entamoeba, 

sugerindo, portanto uma taxa significativa de erro do diagnóstico pela microscopia ótica. 

O único estudo sistemático que tentou examinar a validade da identificação de 

trofozoítos com hemácias englobadas pela microscopia ótica foi o de Gonzalez-Ruiz et 

al. (1994a). Neste estudo os autores sugerem que 100% de especificidade pode ser 

alcançado utilizando este critério microscópico. Porém Kebede et al (2004) discutem 

que este trabalho é oriundo de um laboratório que seria um centro de referência e que 
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estaria longe de representar uma situação de diagnóstico de rotina em laboratórios de 

países endêmicos. 

 

A sensibilidade da microscopia ótica é limitada pela inabilidade de diferenciar E. 

histolytica e E. dispar. Cistos de outras amebas não patogênicas como E .hartmanni, 

Endolimax nana, Iodameba bütschilii, além de leucócitos e de uma conservação 

incorreta das amostras podem causar um diagnóstico errôneo, resultando em falso-

positivo (Huston et al., 1999). É possível uma diferenciação entre o complexo E. 

histolytica/E. dispar e outras amebas citadas por coloração em hematoxilina férrica ou 

com tricrômio em amostras frescas ou conservadas em soluções apropriadas, sendo, 

este, porém um processo laborioso e demorado. Além deste detalhe, o processo de 

coloração não pode ser aplicado ao diagnóstico para a diferenciação entre E. histolytica 

e E. dispar (RAVDIN, 2000) 

 

Haque et al (1995) diagnosticaram E. histolytica/E. dispar em 202 amostras fecais 

através da microscopia ótica e compararam este diagnóstico ao perfil de zimodemas. A 

microscopia ótica apresentou uma sensibilidade baixa de 60% e especificidade de 79%.  
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   Organismo              Trofozoíto                   Pré-Cisto                         Cisto 
 
 
 
 
Figura 3: Ilustrações exibindo as características morfológicas das diversas espécies de Entamoeba 
existentes no intestino grosso humano.  
 
FONTE: Tanyuskel & Petri (2003). 
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1.6.2.2 – Isoenzimas 

 

A análise através de isoenzimas (SARGEAUNT et al., 1978) tem sido realizada em 

pesquisa básica com mais de 3000 isolados já caracterizados no mundo, como 

pertencentes a uma espécie ou à outra (HAQUE et al., 1995). Entretanto esta técnica 

requer várias semanas para ser concluída, necessitando cultivo prévio das amostras. O 

estabelecimento de culturas de Entamoeba não é um processo de rotina e é menos 

sensível que a microscopia ótica. Este processo seria muito laborioso e complicado, 

pois há o problema de outras populações de microorganismos ultrapassarem em 

crescimento a cultura de E. histolytica já estabelecida (TANYUSKEL & PETRI, 2003). 

Falhas no processamento das amostras fecais e tratamento antimicrobiano e/ou 

antiamebiano dos pacientes antes da obtenção das amostras podem levar a resultados 

falso-negativos (HAQUE et al., 1998; HUSTON et al., 1999).  

 

Este problema de detecção das espécies referidas de amebas não permite um 

diagnóstico rápido e preciso da infecção nos países onde a doença é mais prevalente 

(HUSTON et al., 1999). Prevê-se assim a necessidade do desenvolvimento de métodos 

mais específicos para o diagnóstico de E. histolytica utilizando tecnologias adequadas 

principalmente para uso países em desenvolvimento (WHO, 1997). 
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1.6.2.3 – Sorologia 

 

Na sorologia indivíduos assintomáticos e oligossintomáticos geralmente são negativos. 

No entanto, indivíduos sintomáticos apresentam altos títulos de anticorpos que podem 

ser reconhecidos em diversas técnicas sorológicas, como Reação de 

Imunofluorescência Indireta (RIFI), ELISA (Enzyme linked Immunosorbent assay) e 

Hemaglutinação Indireta (HAI) (HUSTON et al. 1999). Estes anticorpos, no entanto, não 

distinguem infecções regressas de atuais (WHO, 1997).  

 

As muitas técnicas sorológicas utilizadas no diagnóstico da amebíase apresentam 

sensibilidade e especificidade variadas quando comparadas entre si. Póvoa et al., 

(2000), em um estudo no Pará, comparou métodos imunológicos para o diagnóstico de 

amebíase intestinal. Os autores observaram uma maior sensibilidade da técnica de 

ELISA em relação a RIFI. 

 

Silva et al., (1996) utilizaram a técnica de RIFI e HAI para o diagnóstico em soro de 

pacientes sintomáticos e assintomáticos com amostras fecais positivas pela 

microscopia para cistos de E.histolytica/E.dispar. A RIFI mostrou-se mais sensível que a 

HAI para o diagnóstico tanto em soros de pacientes sintomáticos como assintomáticos. 
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1.6.2.4 – Coproantígenos  

 

Esta técnica se baseia na identificação de antígenos específicos da E. histolytica por 

anticorpos monoclonais (PETRI et al., 1990, GONZALEZ-RUIZ et al., 1994b) em 

amostras fecais ou fluidos de abscesso hepático (JACKSON & RAVDIN 1996; HUSTON 

et al., 1999). O ELISA que detecta a presença da lectina de aderência Gal/GalNac é 

uma das técnicas mais utilizadas em diversos trabalhos no campo de diagnóstico da 

amebíase (AB-ALLA & RAVDIN, 2002; BENNETON, 2003; BRAGA et al., 1998; BRAGA 

et al., 2001; HAQUE et al, 1995; HAQUE et al.,1999; HAQUE et al.; 2000; HAQUE et 

al., 2002; POVOA et al., 2000; SHARMA et al., 2003, TANYUSKEL et al., 2005) 

 

Uma das técnicas existentes de coproantígenos para a detecção de E.histolytica seria o 

ENZYMEBA test, que utiliza anticorpos policlonais contra a cisteíno proteinase 

existente em maior quantidade na cepa HM1:IMSS, a histolysaína. A reação é positiva 

quando um substrato é adicionado aos poços das placas e se enzima estiver presente, 

ela reagirá com este, tornando os componentes da reação vermelhos. A leitura do 

resultado do exame pode então ser vista a olho nu, instantaneamente ou por 

colorimetria. A sensibilidade do teste relatada foi de 87,5% e a especificidade de 100% 

em relação à microscopia ótica (LUACES et al.,1993). 

 

González-Ruiz et al. (1994b), desenvolveram o denominado FAC-ELISA (ELISA de 

antígeno fecal de captura), um ELISA de captura que se baseia no uso de anticorpos 

monoclonais contra um antígeno de massa molecular de 81 e 84 kDa (kilodaltons) 
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específico para cepa de E. histolytica (GONZÁLEZ RUIZ et al., 1992) em pacientes com 

disenteria amebiana. A sensibilidade da técnica em relação ao perfil de zimodemas foi 

de 87% e a especificidade foi de 100%. 

 

Para a detecção de coproantígenos existem alguns kits comerciais disponíveis como o 

E. histolytica test® (TechLab Inc., Blacksburgh, VA) que detecta a presença de 

antígenos de E. histolytica e o Entamoeba test® (HUSTON et al. 1999; WHO, 1997). O 

Entamoeba test® identifica a lectina de aderência Gal/GalNac de E.histolytica e 

E.dispar, confirmando um resultado positivo ou negativo para o complexo E. 

histolytica/E.dispar. E. histolytica test®, detecta apenas a presença de antígenos de 

E.histolytica. O kit E.histolytica test®, em relação ao seu nível de detecção informado 

pelo fabricante é bastante baixo, sendo de 1000 trofozoítos/poço (HAQUE et al., 1993; 

HAQUE et al., 1995). Os altos níveis de antígenos de E. histolytica necessários para a 

detecção sugerem a inabilidade deste kit de detectar baixo número de parasitos nas 

amostras, especialmente em indivíduos assintomáticos em áreas de endemicidade que 

podem estar infectados com ambos tipos de amebas (ACUNA-SOTO et al., 1993). 

 

Merlin Optimum S kit® (Merlin Diagnostika, Bornheim-Hersel, Alemanha) detecta o 

antígeno rico em serina, abundante na membrana de E. histolytica (STANLEY et. al., 

1990). O teste é positivo na presença de aproximadamente 100 trofozoítos de E. 

histolytica por poço. Por outro lado este kit aparenta não ser suficientemente seletivo 

para distinguir o antígeno rico em serina da E. histolytica daquele da E. dispar, 

apresentando reação cruzada em altas concentrações - 100 a 1000 trofozoítos por poço 
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(MIRELMAN et al., 1997). Esta falha pode causar um diagnóstico errôneo levando a 

resultados falso-positivos para E. histolytica (RAVDIN, 1995; HUSTON et al., 1999). 

 

O Alexon Kit® (ProSpectT test, Alexon-Trend, Ramsey, MN) que utiliza anticorpos 

policlonais, possui nível satisfatório de sensibilidade, detectando 100 trofozoítos/poço 

de E. histolytica/E.dispar, porém não diferencia as duas espécies de amebas 

(MIRELMAN et al., 1997). 

 

Estes kits além de deixarem a desejar em termos de especificidade e sensibilidade, são 

ainda muito caros, inviabilizando seu uso corriqueiro em laboratórios de análises 

clínicas. 

 

1.6.2.5 - PCR 

 

O primeiro trabalho utilizando a PCR para o diagnóstico diferencial entre E. histolytica e 

E. dispar diretamente em amostras fecais foi o de Acuna-Soto et al. (1993), em um 

estudo epidemiológico no México. O estudo utilizou um protocolo de extração de DNA 

relativamente simples e a detecção da positividade da PCR foi verificada através da 

utilização de sondas em membrana de nitrocelulose, pela técnica de “dot blot” (um 

método laborioso para ser utilizado na rotina). A sensibilidade e a especificidade da 

técnica foram altas sendo a primeira de 96% e a segunda de 98%. Houve um caso 

positivo para o complexo E. histolytica/E. dispar à microscopia ótica entre 25 amostras, 

que não houve amplificação, resultando em falso-negativo. Rivera et al. (1996) 

utilizaram este mesmo procedimento com ligeiras modificações na extração de DNA em 
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um estudo de 72 amostras fecais nas Filipinas, em 19 destas a PCR foi positiva apenas 

para E. dispar não havendo positividade de nenhuma amostra para E. histolytica. 

 

Katzwinkel-Wladarsch et al. (1994) padronizaram uma técnica de PCR para a 

diferenciação entre E. histolytica e E. dispar, demonstrando a utilidade da técnica com 

iniciadores específicos para um longo fragmento do gen da SSU rRNA. O procedimento 

foi aplicado a três amostras positivas para cistos do complexo E.histolytica/E.dispar e 

em amostras fecais negativas acrescidas de algumas cepas de E.histolytica. 

 

Aguirre et al. (1995) utilizaram em sete amostras fecais positivas para E. histolytica ao 

microscópio ótico, em aspirado de abcesso hepático e em cepas de E. histolytica e E. 

dispar, a técnica de PCR –SCHELA (Polymerase chain reaction –solution- hybridization 

enzyme –linked- immunoassay). Nesta PCR o DNA alvo da reação é hibridizado com 

sondas marcadas com biotina (ou outro marcador como fluoresceína) e os produtos de 

amplificação são detectados através de um espectofotômetro, processo este, que 

substitui eletroforese em gel para posterior execução da técnica de Southern Blotting. 

 

Walderich et al. (1997) a fim de padronizarem uma técnica de PCR em amostras fecais, 

não obtiveram sucesso e padronizaram um procedimento de isolamento de cistos de 

amostras fecais para purificação destes e posterior uso molecular. Este procedimento 

consistia em purificação dos cistos em gradientes de sacarose e posterior digestão 

enzimática de partículas de celulose. As frações de cistos de E. histolytica e E. dispar 

foram diferenciadas através do uso de sondas de DNA p145 e B133 construídas por 

Mirelman et al., 1990.  
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Sanuki et al. (1997) utilizaram uma técnica de extração de DNA simples com iniciadores 

específicos para E. histolytica e E. dispar em amostras fecais fixadas em formalina 

tamponada 10%. A técnica de PCR identificou um número mínimo de 10 cistos e os 

resultados foram consistentes com dados das amostras submetidos às técnicas de 

coproantígenos e com o perfil de diferentes zimodemas. 

 

Britten et al. (1997) padronizaram um PCR –SCHELA ou PCR colorimétrico para a 

diferenciação entre E. histolytica e E. dispar em amostras fecais positivas, inoculadas 

em meio de cultura. Os autores defendem que o método pode ser executado em um dia 

e detecta 0,1 trofozoítos de E. histolytica e 1 a 10 trofozoítos de E. dispar por grama de 

fezes, ou seja, esta técnica apresenta uma sensibilidade bem alta. 

 

Verweij et al. (2000) padronizaram uma técnica de extração de DNA utilizando o kit da 

QIAamp® (Qiagen, Alemanha) para extração de DNA de tecidos. Neste kit são utilizadas 

colunas com resinas carregadas positivamente que proporcionam a purificação do DNA. 

A técnica de PCR-SCHELA de Aguirre et al., (1995) foi executada nas amostras e em 

apenas 1,7% dos casos houve inibição da PCR. Em 657 amostras não preservadas 

positivas à microscopia ótica para o complexo E. histolytica/ E. dispar a técnica de PCR 

mostrou-se positiva em 98,8% destas. 

 

Evangelopoulos et al. (2000), desenvolveram um nested-multiplex PCR para a 

diferenciação entre E. histolytica e E. dispar em amostras fecais, detectando 10 

trofozoítos/50 mg de fezes de E.dispar e 50 trofozoítos de E.histolytica/50 mg de fezes. 



 

 

28 

 

 

Nuñez et al. (2001) descreveram uma técnica de extração em amostras não fixadas, 

que segundo os autores, evita longo período de incubação de amostras. Esta extração 

foi feita através da combinação de pérolas de zircônio que rompem os cistos com um 

tampão de lise, para posterior amplificação através de um multiplex PCR para a 

diferenciação entre E. histolytica e E. dispar em amostras fecais. O nível de detecção 

da PCR mostrou–se baixa, sendo positiva para 100 trofozoítos por 0,5 g de fezes. 

 

Blessmann et al. (2002) conseguiram obter um rendimento excelente da PCR em 

termos de níveis de detecção através da padronização de um PCR em tempo real em 

amostras fecais para a diferenciação entre E. histolytica e E. dispar. O trabalho utiliza o 

DNA stool minikit da QIAamp® (QIAGEN) como método de extração a fim de um maior 

rendimento da técnica, e utilizando iniciadores que amplificam um fragmento de 310 pb 

contido no gene do SSU rRNA marcados com sondas fluorescentes, a técnica foi capaz 

de detectar menos de 0.1 parasito por grama de fezes. Amostras fecais contendo 

outras amebas não amplificaram. No entanto, apesar do custo da execução da PCR ser 

menor que $7 dólares por amostra, o aparelho LightCycler, necessário para a execução 

da PCR em tempo real, é que torna economicamente inviável a utilização da técnica 

como rotina em países em desenvolvimento. 

 

Verweij et al. (2004) padronizaram uma técnica de multiplex– PCR em tempo real para 

a detecção simultânea de E. histolytica, Giardia lamblia e Cryptosporydium parvum em 

amostras fecais. Utilizando como extração o método de Verweij et al., (2000), com a 
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adição de polivinilpolipirolidona a 2%, uma substância utilizada para reduzir a ação de 

inibidores da PCR contido nas fezes, a sensibilidade da técnica para a detecção de E. 

histolytica foi de 100% e o mesmo valor foi encontrado para a especificidade, aplicado a 

vinte amostras.  

 

Paglia & Visca (2004) utilizaram a técnica de PCR descrita por Evangelopoulos et al. 

(2000) em amostras fecais, provenientes de indivíduos com sintomas gastrointestinais 

ou que enquadrassem em fatores de risco para a infecção por E. histolytica/E. dispar 

(viajantes ou imigrantes vindos de países tropicais e subtropicais), armazenadas em 

formalina 10% tamponada. Os autores avaliaram os níveis de detecção da técnica 

através da extração destas amostras pelo QIAamp DNA stool minikit da QIAgen®, com 

1, 7, 30 e 90 dias de armazenamento, obtendo sucesso em todo o período testado. 

 

No entanto, o uso do formol como conservante é ainda controverso, sendo considerado 

pela maioria dos autores como inibidor importante da PCR em amostras de fezes 

(GONIN & TRUDEL, 2003; RAMOS et al., 1999; TROLL et al., 1997; VERWEIJ et al., 

2000). Homna et al. (1993) relatam que o efeito do conservante na sensibilidade da 

PCR depende do tempo em que a amostra permanece fixada, da temperatura em que 

as amostras conservadas são armazenadas e do tamanho do fragmento utilizado como 

alvo. 
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1.7 – Inibidores da técnica de PCR em amostras fecais 

 

A execução da técnica de PCR em amostras fecais apresenta em diversos casos, 

problemas como fatores inibitórios. Estes podem consistir do próprio conservante usado 

na preservação dos parasitos (GONIN & TRUDEL, 2003; RAMOS et al., 1999; TROLL 

et al., 1997; VERWEIJ et al., 2000), ácidos biliares que inibem a ação da Taq DNA 

polimerase (WALDERICH et al., 1997), e polissacarídeos que são abundantes em 

Entamoeba (NUÑEZ et al., 2001). Outros componentes como grupo heme e seus 

produtos metabólicos e polissacarídeos ácidos podem interferir no processo de 

amplificação. Adicionalmente, existem numerosos organismos nas fezes além das 

amebas, como bactérias, leveduras e diferentes tipos de produtos de degradação 

alimentar (MONTEIRO et al., 1997). A fim de reduzir estes fatores que podem interferir 

na amplificação pela PCR, o uso de kits de extração de DNA com colunas contendo 

resinas carregadas positivamente são úteis (MONTEIRO et al., 1997; VERWEIJ et al., 

2000;). Exemplificando, o QIAamp Stool minikit (Qiagen) é um kit padronizado que 

contém cápsulas formadas por substâncias que por mecanismo de adsorção, reduzem 

os inibidores existentes neste tipo de amostra. Entretanto este e outros kits são caros, 

inviabilizando a utilização de outros protocolos de extração de DNA mais simples e de 

custo reduzido. 
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2 – Justificativa 

 

A identificação segura de infecções por Entamoeba histolytica constitui assunto 

prioritário em amebíase desde que a E. dispar foi reconhecida como espécie em 1997 

pela Organização Mundial de Saúde (OMS). A E. histolytica é a única ameba no 

intestino humano que invade os tecidos, produzindo no indivíduo infectado graus de 

morbidade variados, que se não prontamente diagnosticado e tratado pode ser fatal. A 

E. dispar é considerada uma espécie comensal e o tratamento com imidazólicos é 

dispensável. 

 

A prevalência da E. histolytica no mundo hoje é incerta, já que sua distinção da E. 

dispar se dá por técnicas ainda em fase de padronização para uso em larga escala. 

Dentre estas, a PCR parece ser a mais promissora. Neste trabalho avaliamos a 

aplicabilidade da PCR como método diagnóstico de infecções por E. histolytica e E. 

dispar em amostras fecais provenientes de pacientes brasileiros. 
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3 – Objetivo Geral  

 

Avaliação da técnica de PCR para o diagnóstico diferencial entre Entamoeba histolytica 

e Entamoeba dispar em amostras fecais provenientes de pacientes brasileiros. 

 

3.1 – Objetivos Específicos 

 

• Padronização da PCR para fezes utilizando diferentes protocolos, avaliando: 

o conservantes fecais 

o tempo de manutenção no conservante 

o métodos de extração de DNA 

o procedência da Taq DNA polimerase 

o estringência da reação 

 

•  Determinação da sensibilidade e especificidade da PCR tendo como padrão o 

exame coproscópico e a pesquisa de coproantígenos pela técnica de ELISA. 
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4 – Materiais e Métodos 

 

4.1 – Amostras 

 

Para padronização da PCR foram utilizadas culturas de E. histolytica e E. dispar 

previamente caracterizadas quanto à espécie por padrão de Zimodemas (BARRAL DE 

MARTINEZ et al., 1996) e por PCR (GOMES et al., 1999). Estas cepas foram 

disponibilizadas sempre para utilização em controles positivos quando da extração de 

novas amostras de fezes para diagnóstico diferencial. A denominação das cepas, 

condições de cultura e dados referentes a sua caracterização estão apresentados na 

Tabela 1. 

 

As amostras fecais utilizadas no estudo, foram provenientes de laboratórios de Análises 

Clínicas da região da grande Belo Horizonte, Manaus-AM (Fundação de hematologia e 

hemoterapia do Amazonas–AM), Belém-PA (Instituto Evandro Chagas) e Córrego dos 

Prazeres-MG. As amostras foram provenientes de indivíduos com exame coproscópico 

positivo não somente para E. histolytica/E.dispar, como também para outros 

protozoários e helmintos. Amostras negativas para qualquer parasito também foram 

usadas.  

 

Oito amostras de DNA extraídas pelo kit Genomic Prep® de aspirados hepáticos foram 

utilizadas, sendo estas provenientes de pacientes do Instituto Evandro Chagas (Belém-

PA). Estes pacientes apresentavam lesão no fígado diagnosticada por ultrassonografia 

permitindo o diagnóstico sugestivo de abscesso hepático. Os pacientes apresentavam 
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os seguintes sintomas e sinais clínicos: dor no hipocôndrio direito, febre, hepatomegalia 

e icterícia. Após a administração de drogas amebicidas tissulares houve significativa 

melhora dos sintomas e sinais clínicos da doença. 

 

As amostras fecais foram submetidas à técnica de sedimentação espontânea (LUTZ, 

1919) e centrífugo-sedimentação pelo formol-éter, padronizada por Ritchie (1948) e 

modificada por Blagg et al. (1955). Posteriormente, uma parte do sedimento de cada 

amostra foi corada com lugol a 2% e visualizada no aumento de 40X à microscopia 

ótica. Outra parte do sedimento, cerca de 200µl, foi transferida para um tubo de 

microcentrífuga estéril e submetido à centrifugação por 3 minutos, a 10.000 rpm com 1 

ml de PBS pH 7.2. Este procedimento foi repetido por três vezes e o sedimento utilizado 

imediatamente ou armazenado a –20o C para posterior extração de DNA. 
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Tabela 1: Cepas de Entamoeba histolytica e E. dispar utilizadas neste estudo com seus 
respectivos meios cultivo, caracterização clínica e molecular 

 
Cepa 

 
Forma clínica* 

 
Cultivo 

 
Zimodema** 

 
PCR*** 

 
HM1 

 
Sintomática (CD) 

 
axênico 

 
II 

 
E. histolytica 

 
HK-9 

 
Sintomática (CD) 

 
axênico 

 
II 

 
E. histolytica 

  
EGG 

 
Sintomática (CD e AHA)  

 
polixênico 

 
XIX 

 
E. histolytica 

 
VEJ 

 
Sintomática (CND) 

 
polixênico 

 
I 

 
E .dispar 

 
JCAO 

 
Sintomática (CND) 

 
polixênico 

 
I 

 
E .dispar 

 
ICB-32 

 
Assintomática  

 
axênico 

 
II 

 
E. histolytica 

 
ICB-
452 

 
Assintomática 

 
axênico 

 
II 

 
E. histolytica 

 
WILL 

 
Assintomático 

 
polixênico 

 
I 

 
E. dispar 

 
ADO 

 
Sintomática (CND) 

 
polixênico 

 
I 

 
E. dispar 

 
JPPC 

 
Assintomático 

 
polixênico 

 
I 

 
E. dispar 

* CD= Colite disentérica; AHA= Abscesso hepático amebiano; CND= Colite não 
disentérica 
**Barral de Martinez et al. (1996);***Gomes et. al. (1999) 
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4.1.1 – Controle Positivo e Negativo 

 

Foram utilizadas amostras fecais negativas à microscopia ótica acrescidas de culturas 

de E. histolytica ou E. dispar como controle positivo em todas as extrações. 

Os controles negativos consistiram de 200 µl de água MiliQ. Esta opção foi feita para 

garantir que amplificações negativas não seriam resultado da inibição por algum 

componente fecal. 

 

4.2 – Reação em Cadeia da Polimerase 

 

4.2.1- Escolha do alvo a ser amplificado 

 

Blessmann et al. (2002) sugerem uma PCR em tempo real para identificar E. histolytica 

e E. dispar. A PCR tem como alvo um segmento gênico do SSU rRNA que possui 

pequenas modificações nas duas espécies. Estas modificações, apesar de não 

culminarem em diferenças de tamanho, geraram diferenças que possibilitaram o 

desenho de iniciadores distintos para a região sense do gene em E. histolytica e E. 

dispar. Os iniciadores são: sense Eh: GTACAAAATGGCCAATTCATTC e sense Ed: 

GTACAAAGTGGCCAATTTATG O iniciador anti-sense é o mesmo nas duas espécies: 

Eh/Ed: GAATTGATTTTACTCAACTCTAG. 

 

Este alvo foi escolhido por estar presente em aproximadamente 200 cópias por 

trofozoíto (BHATTACHARYA et al.,1998) representando um aumento da sensibilidade 

no diagnóstico, já que a PCR em tempo real foi adaptada para a convencional. 
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Inicialmente utilizou-se amostras de cultura previamente identificadas como E. 

histolytica e E. dispar.  

 

O mix da PCR foi preparado para o volume final de 10µl com os seguintes reagentes: 

H
2
O miliQ, q.s.p. para 10 µl, Tampão de PCR 10X, MgCl

2 
 (1,5mM), Taq DNA 

Polymerase (0,2U), dNTPs (0,2mM), 5 pmol de cada iniciador e 50ng de DNA de cultura 

ou 1 µl de DNA extraído de fezes. As amostras foram colocadas na máquina de PCR, 

submetidas a 50 ciclos de desnaturação a 95o C por 45 segundos, anelamento a 58o C 

por 30 segundos e extensão a 72o C durante 45 segundos. 

 

4.2.2- Visualização dos produtos da PCR 

 

Os produtos de amplificação obtidos na PCR foram submetidos à eletroforese em gel 

de poliacrilamida a 4%. O gel foi constituído de 4 ml de solução de 

acrilamida/bisacrilamida 29:1 (v/v); 600 µl de tampão TAE 50x (Tris base, ácido acético, 

EDTA 0,5M pH 8,0 – anexo E), 250 µl de persulfato de amônio a 10%; 20 µl de TEMED 

e água destilada para volume final de 30 mL. As amostras foram aplicadas em tampão 

de amostra 1x (TAE 1X, 0,25% de azul de bromofenol, 1,5% de glicerol e 0,25% de 

xilenocianol). O gel foi submetido à tensão de 100 V em tampão TAE 1x por 

aproximadamente 2 horas. Após a corrida, os géis foram aplicados em uma solução 

fixadora contendo etanol a 10% e ácido acético a 0,5% por 3 minutos, sob suave 

agitação. Em seguida, o gel foi corado em solução de nitrato de prata a 0,2% por 7 

minutos e lavado com água destilada por duas vezes. O gel foi colocado em solução 
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reveladora (NaOH 3% e 0,3% de formaldeído P.A.) até as bandas contendo os 

fragmentos de interesse aparecessem. Após descarte da solução reveladora o gel foi 

transferido novamente para solução fixadora para interromper a reação (SANTOS et al, 

1993). 

 

4.3 – Padronização e otimização da PCR 

 

4.3.1 – Conservantes fecais e tempo de acondicionamento das amostras 

 

O formol é considerado por vários autores como inibidor da PCR em amostras fecais 

(GONIN & TRUDEL, 2003; RAMOS et al., 1999; TROLL et al., 1997; VERWEIJ et al., 

2000;). No entanto Paglia & Visca, (2004) e Sanuki et al. (1997) observaram 

amplificações positivas em amostras conservadas em formalina. Considerando a 

importância do uso deste conservante, não só para estudos epidemiológicos, como 

também para estudos diversos em amostras fecais, foi observado seu efeito na PCR 

utilizando amostras armazenadas em formalina contendo cistos e trofozoítos. 

Alternativamente, para efeito comparativo foram utilizadas amostras acondicionadas em 

etanol 92% e PBS pH 7,2. 

 

Cerca de 200 trofozoítos de cultura de E. histolytica foram homogeneizados em 200 µl 

de formalina 10% tamponada (anexo D), etanol 92% e PBS pH 7,2. A partir do primeiro 

dia de obtenção das amostras procedeu-se a extração do DNA semanalmente durante 

2 meses. Foram utilizadas também amostras fecais positivas para E. histolytica/E. 
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dispar confirmadas através da microscopia ótica acondicionadas em formalina 10% e 

PBS pH 7,2 por períodos tão longos quanto 24 meses. 

 

4.3.2- Extração de DNA 

 

Foram avaliados 4 diferentes protocolos de extração de DNA. O material para extração 

consistiu de fezes positivas a microscopia ótica para cistos e/ou trofozoítos de E. 

histolytica/E.dispar. Como controle positivo utilizou-se amostras fecais negativas 

acrescidas de trofozoítos provenientes de culturas de E. histolytica e E. dispar. Durante 

o desenvolvimento do projeto, percebeu-se que amostras fecais contendo somente 

cistos não rendiam amplificações positivas. Desta forma, passou-se a verificar se as 

metodologias descritas consideravam o rompimento dos cistos e se nas condições 

descritas os mesmos eram rompidos. A maioria dos métodos descritos 

desconsideravam o problema. Alguns procedimentos que descreviam etapas que 

contemplavam este aspecto não produziram o resultado esperado. Assim foi 

acrescentada às metodologias descritas a etapa de rompimento dos cistos, que 

inicialmente foi executada através de sonicação e posteriormente por congelamento e 

descongelamento em nitrogênio líquido a –196ºC. 

 

4.3.2.1 – Método de Sanuki et al. (1997) 

 

As amostras selecionadas, controles positivos e negativos foram submetidos ao 

congelamento em nitrogênio líquido a –196ºC e posterior descongelamento em banho-

maria a 37ºC. Cerca de 200µl de Triton X-100 foi adicionado a cada amostra e esta foi 
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incubada a 90ºC por duas horas. Um agente solubilizante (proteinase K a 5mg/ml, Tris-

HCl a 10 mM, EDTA a 10 mM e SDS a 0,5%) foi adicionado às amostras e estas foram 

incubadas a 60ºC por duas horas. O DNA foi extraído através do método de fenol-

clorofórmio (AUSUBEL et al., 1994) e precipitado através de etanol 95% e estocado a –

20ºC. 

 

4.3.2.2 – Método de Aguirre et al. (1995) 

 

O sedimento da amostra fecal foi congelado em nitrogênio líquido a –196ºC e 

descongelado em imersão em água à temperatura ambiente por três vezes. A amostra 

foi centrifugada a 5.600 rpm por um minuto e o sobrenadante foi diluído na proporção 

de 1:1 em um tampão de lise (NaCl a 50 mM, EDTA a 50 mM, SDS a 1% e Tris-HCl a 

50 mM, pH 8,0) contendo 100 µl/ml de proteinase K. A incubação foi feita de um dia 

para o outro a 37ºC, seguida de extração em fenol-clorofórmio (AUSUBEL et al., 1994) 

e precipitação com etanol a 95%. 

 

4.3.2.3 – QIAamp DNA stool minikit (QIAGEN) 

 

Foi adicionado 0,5 ml de tampão ASL a aproximadamente 200mg de fezes, a mistura 

foi homogeneizada ao vórtex por 15 segundos e incubada a 70ºC por 5 minutos. A 

mistura foi centrifugada a 14.500 rpm e 1,2 ml do sobrenadante foi transferido para um 

novo tubo de microcentrífuga estéril. Um tablete de Inhibitex® foi adicionado e o tubo foi 

homogeneizado ao vórtex por um minuto. A amostra foi incubada à temperatura 
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ambiente por um minuto e centrifugada a 14.500 rpm por um minuto. O sobrenadante 

foi pipetado e transferido para um novo tubo de microcentrífuga estéril e este foi 

centrifugado a 14.500 rpm por 3 minutos. A um novo tubo de microcentrífuga estéril foi 

adicionado 15µl de Proteinase K, 200µl do sobrenadante e mais 200µl do tampão AL. 

Esta mistura foi homogeneizada ao vórtex por quinze segundos. A amostra foi incubada 

a 70ºC por 10 minutos. Cerca de 200 µl de etanol 95% foi adicionado ao lisado e este 

foi homogeneizado ao vórtex por 15 segundos. O lisado foi adicionado na coluna 

contendo uma resina e este foi centrifugado a 14.500 por um minuto. O filtrado foi 

descartado e a coluna contendo a resina foi transferida para o encaixe com outro tubo 

de microcentrífuga. Cerca de 500µl de tampão AW1 foi adicionado à coluna e 

centrifugado a 14.500 rpm por um minuto. Cerca de 500 µl do tampão AW2 foi 

adicionado na coluna e centrifugado a 14.500 rpm por 3 minutos. Esta última etapa foi 

repetida e 200 µl do tampão AE foi adicionado à coluna e incubado por um minuto à 

temperatura ambiente. O tubo foi centrifugado a 14.500 rpm por 1 minuto, a coluna 

retirada do mesmo, e o DNA eluído foi armazenado a 4ºC ou usado imediatamente. 

 

4.3.2.4 – Lise Alcalina (SAMBROOK et al., 1989) 

 

Foram adicionados 200 µl de tampão de lise (Glicose a 50 mM, Tris-HCl a 25 mM, 10 

mM de EDTA) a aproximadamente 200 mg de sedimento fecal. Esta mistura foi 

incubada por cinco minutos à temperatura ambiente. A seguir foi adicionado à mistura 

uma solução de NaOH 0.2 M com SDS 1%, sendo esta sonicada (aparelho Ultrasonic 

Homogenizer-4710 series, 20 KHZ, 50 watts, Cole Pamer instruments co. USA) 2 vezes 

com ciclos de 35 de amplitude por 30 segundos. O sonicado foi incubado em gelo por 
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cinco minutos e em seguida foi adicionado 300µl de acetato de amônio 7.5 mM. A 

amostra foi incubada no gelo por vinte minutos e foi centrifugada a 13.500 rpm por 

cinco minutos. Após a incubação o DNA foi separado do sedimento por centrifugação e 

precipitado com 0,6 volumes de isopropanol, sendo o DNA então incubado novamente 

por 60 minutos a –20 oC. Este DNA precipitado foi concentrado por centrifugação a 

14.500 rpm por quinze minutos e lavado com etanol a 70%. O DNA purificado foi 

resuspendido em 20µl de tampão TE 1X (Tris-HCl a 10mM e EDTA a 1mM) ou em 20µl 

de água mili-Q autoclavada e incubada a 37º C por quinze minutos. 

 

4.3.3- Sensibilidade da PCR 

 

Amostras de fezes negativas para qualquer parasito foram acrescidas, de cultura 

axênica de E. histolytica, em quantidades que variaram de 1 a 200 trofozoítos. Após 

associação dos trofozoítos às fezes o material foi submetido à extração de DNA por 

Lise Alcalina (SAMBROOK et al., 1989), e em seguida o DNA purificado foi utilizado na 

PCR. 

 

4.3.4 – Especificidade da PCR 

 

Amostras fecais contendo outros protozoários que não E. histolytica/E. dispar e também 

helmintos foram usados para se verificar a possibilidade de amplificações inespecíficas. 

Foram também utilizadas amostras fecais negativas para qualquer parasito. 
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4.3.5 - Procedência da Taq DNA polimerase e estringência da reação. 

 

Foram usados protocolos com três diferentes marcas de Taq DNA polimerase e 

também BSA numa tentativa de melhorar o rendimento da PCR. Foram usadas as 

enzimas das marcas Promega, Invitrogen e Pharmacia. Os protocolos das reações 

foram como descritos no item 4.1 (PCR) modificando apenas a quantidade de água no 

final da reação em concordância com a quantidade do íon Magnésio presente no 

tampão da reação. O DNA para a PCR foi obtido por extração pela Lise Alcalina de 

quatro amostras fecais positivas para cistos de E. histolytica/E. dispar. 1 µl de cada 

amostra foi usado na PCR específica. 

 

A estringência da reação foi avaliada por modificação na temperatura de anelamento 

dos iniciadores ao DNA alvo. A temperatura escolhida de início foi de 57oC calculada 

para a reação, considerando a seqüência dos iniciadores. Devido à presença de 

bandas espúrias, outros protocolos com temperaturas crescentes de 58º C até 65o C 

foram avaliadas. 

 

4.4 – Correlação entre PCR, Zimodema, Coproantígenos e Microscopia ótica. 

 

Para a comparação com o zimodema foram utilizadas amostras fecais negativas 

acrescidas de cepas de E. histolytica e E. dispar mantidas em cultivo com zimodema 
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previamente descrito (BARRAL DE MARTINEZ et al., 1996). As 10 cepas usadas estão 

apresentadas na tabela 1. 

 

Para comparação com a técnica de ELISA (Entamoeba histolytica test II – Techlab) e 

microscopia ótica, foram utilizadas 90 amostras fecais procedentes de diversos locais. 

Dentre estas amostras, 41 foram submetidas à técnica de coproantígenos e a 

microscopia ótica. Trinta, foram provenientes da Fundação de hematologia e 

hemoterapia, de dois hospitais e do Centro de Referência do Amazonas em Manaus–

AM, 7 provenientes do Instituto Evandro Chagas Belém-PA e 4 do município de 

Córrego dos Prazeres-MG. As amostras do Amazonas foram transportadas até Belo 

Horizonte para serem avaliadas pela técnica de coproantígenos no Laboratório de 

Amebíase-Departamento de Parasitologia, ICB-UFMG. A técnica de coproantígenos foi 

executada nas outras amostras em seus respectivos locais de origem. Estas amostras 

foram gentilmente cedidas pelas professoras Flora Benneton da Universidade Federal 

do Amazonas (UFAM), Mônica Morais Coimbra da Universidade Federal do Pará 

(UFPA) e Cíntia Furst Leroy Gomes da Universidade do Vale do Aço (UNIVALE). 

 

As 49 amostras restantes foram examinadas somente através da microscopia ótica. 

Vinte e quatro delas foram provenientes do Instituto Evandro Chagas Belém-PA, uma 

do município de Córrego dos Prazeres-MG e o restante da Grande Belo Horizonte, 

derivadas de Laboratórios como Hermes Pardini, do Hospital da Previdência de Minas 

Gerais e de indivíduos voluntários. 
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4.5 - Inibição da PCR por substâncias presentes nas fezes 

 

Algumas amostras positivas à microscopia ótica foram negativas na PCR. A presença 

de inibidores nestas amostras seria uma das prováveis causas deste resultado. Para 

avaliar esta possibilidade, utilizamos como alvo na PCR um fragmento de 

aproximadamente 250 pb do gene humano HLA-DRB (SPURKLAND et. al, 1993). Cinco 

amostras positivas na microscopia ótica e negativas na PCR foram escolhidas 

aleatoriamente. 
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5 – Resultados 

 

5.1 - Alvo para a PCR 

 

A PCR de um fragmento do ssu rRNA em tempo real descrita por Blessmann et al. 

(2002) foi adaptada para a PCR convencional. Foi amplificado um fragmento de 

aproximadamente 310 pb em culturas previamente identificadas como E. histolytica e E. 

dispar (Figura 4). 

 

             MM   1      2     3     4      5     6     7      8     9    10   11 

 
Fig. 4: Gel de poliacrilamida 4% corado pela prata, mostrando os fragmentos de 
310 pb resultantes da amplificação do gene da SSU rDNA. MM = ϕX174 
digerido com HaeIII. Canaletas de 1-5 = cepas de E. histolytica: HM1, HK-9, 
EGG, ICB-32 e ICB-452. Canaletas de 6-10 = cepas de E. dispar.: VEJ, JCAO, 
WILL, ADO e JPPC. Canaleta 11 = controle negativo da PCR sem DNA. 
 

194pb 

310pb 

603 pb 

1353pb 
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5.2 – Padronização e Otimização da PCR 

 

5.2.1 – Conservantes fecais e tempo de acondicionamento das amostras 

 

A figura 5 mostra o resultado da PCR obtida de cultura axênica da cepa HM1 de E. 

histolytica, adicionada de formol 10% tamponado, etanol 92% e PBS pH 7,2, 

armazenadas a –20ºC. Ocorreu amplificação em todas as amostras possibilitando a 

identificação da espécie de ameba em qualquer dos conservantes utilizados. Ocorreu 

amplificação positiva para E.dispar em amostras fecais conservadas por até 2 anos em 

formol e PBS (dados não mostrados) a 4ºC. 

 
               MM           1           2             3           4            5             6             7     

 
Fig. 5: Efeito de conservantes na amplificação do fragmento de 310 pb do gene SSU 
rRNA em cepas de E.histolytica. Canaletas 1,2 e 3: pellet de cultura de E.histolytica 
adicionado a 200µl de formalina 10%, 200µl de etanol 92% e 200µl de PBS 7,2, 
armazenados a –20ºC por 15 dias. Canaletas 4, 5 e 6: pellet de cultura de E.histolytica 
adicionado a 200µl de formalina 10%, 200µl de etanol 92% e 200µl de PBS 7,2, 
armazenados a –20ºC por 30 dias. Canaleta 7: pellet de cultura de E.histolytica 
adicionado a 200µl de formalina 10%, armazenados a –20ºC por 60 dias. MM = ϕX174 
digerido com HaeIII 
 

 

310pb 

234pb 
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5.2.2 – Métodos de extração do DNA de Entamoeba de fezes 

 

Foram utilizados 4 métodos de extração de DNA de fezes. Avaliamos a exeqüibilidade, 

custo e sensibilidade. 

 

Em um experimento foram utilizadas amostras fecais positivas a microscopia ótica para 

E. histolytica/ E. dispar. Algumas destas amostras foram identificadas como E. 

histolytica pelo Kit Techlab II. Controles positivos (fezes negativas acrescidas de 

cultura de E. histolytica ou E. dispar) e negativos (somente água destilada) foram 

incluídos em todas reações. 

 

Nenhuma amostra, com exceção do controle positivo rendeu amplicons na PCR quando 

o DNA foi extraído pelos métodos propostos por Aguirre et al. (1996) e Sanuki et al. 

(1997), baseados em congelamento e descongelamento, lise e digestão com proteinase 

K e extração por fenol/clorofórmio.  

 

Os dois outros métodos avaliados foram o de Lise alcalina (AUSUBEL et al., 1994; 

SAMBROOK et al., 1989) e o método de extração utilizando o kit QIAamp DNA Stool 

Mini Kit (QIAGEN). Amostras positivas para cistos do complexo E.histolytica/E.dispar 

foram utilizadas na extração e também controles positivo e negativo como citado 

anteriormente. Todas amostras foram positivas na PCR quando a etapa de rompimento 
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dos cistos foi acrescentada. Resultados negativos foram obtidos para estas mesmas 

amostras quando a etapa de rompimento dos cistos não foi empregada (Figura 6) 

 

                                   Lise Alcalina      QIAamp 
                           MM  1     2     3    4    5     6    7   8   9   10  11  12  13  14 
 

 

 

 

 

 

                                  ____________________     ____________________ 
                                        cistos rompidos                      cistos sem romper 

 
Figura 6: Eletroforese em gel de poliacrilamida 4% mostrando produtos de 
amplificação do fragmento de 310 pb do gene SSU rRNA para E.dispar em três 
amostras fecais. As canaletas de 1 a 3 mostram os produtos obtido do DNA extraído 
pelo método de Lise Alcalina. As canaletas de 4 a 6 mostram o mesmo material com 
DNA extraído pelo kit QIAamp. Nas canaletas de 1 a 6 os cistos foram rompidos e 
de 7 a 12 não. Canaletas 13 e 14 = Controles negativos das extrações de lise 
Alcalina e pelo kit com etapa de rompimento dos cistos, respectivamente. MM = 
ϕX174 digerido com HaeIII 

 
 

 

 

310pb 

118pb 

194pb 
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5.2.3 – Sensibilidade da PCR 

 

Foram associados 1, 50, 100, 150 e 200 trofozoítos oriundos de cultura axênica à 

fezes negativas para qualquer parasito, armazenadas em formalina a 10%. A PCR 

do material extraído destas amostras se mostrou sensível para identificar até um 

trofozoíto (Figura 7). 

 

                MM        1        2         3        4        5       6 

 
Fig. 7: Eletroforese em gel de poliacrilamida 4% mostrando os produtos 
amplificados na PCR para o gene SSU rRNA em quantidades crescentes de 
trofozoítos de E. histolytica. Canaletas 1 – 5 representam respectivamente 1, 
50, 100, 150 e 200 trofozoítos da cepa HM1 em cultura axênica. Canaleta 6: 
controle negativo da PCR sem DNA. MM = ϕX174 digerido com HaeIII 

 

5.2.4 – Especificidade da PCR 

 

Para avaliar a especificidade da PCR foram usadas amostras fecais positivas para 

Blastocystis hominis, Giardia lamblia, Entamoeba coli, Endolimax nana, Ascaris 

lumbricoides e Trichuris trichiura. Adicionalmente foram testadas amostras fecais 

310 pb 

603pb 

872pb 
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negativas para qualquer protozoário parasito ou comensal. Nenhuma amplificação 

ocorreu na PCR utilizando DNA extraído destas amostras. 

 

5.2.5 – Procedência da Taq DNA polimerase e estringência da reação 

 

O desempenho da Taq DNA polimerase no rendimento da PCR para diferenciação 

entre E. histolytica e E. dispar foi avaliado para 3 diferentes marcas comerciais das 

enzimas, Promega, Invitrogen e Pharmacia. A figura 8 mostra o resultado da PCR 

usando estas enzimas. As amostras utilizadas foram identificadas como positivas ao 

microscópio ótico para E. histolytica/E.dispar. Na PCR estas amostras foram 

identificadas como E. dispar. As três enzimas produziram resultados satisfatórios 

sendo que a marca Invitrogen produziu os melhores resultados. 

 
        MM    1      2     3     4     5      6     7      8     9   10   11   12   13  14  15 

Fig. 8: Eletroforese em gel de poliacrilamida 4% mostrando o desempenho de 3 
diferentes marcas comerciais de Taq DNA Polimerase na PCR para identificar E. 
dispar em amostras fecais. Canaletas 5, 10 e 15 = controle negativo da reação 
sem DNA. MM = ϕX174 digerido com HaeIII 
 

 

Promega                             Pharmacia                  Invitrogen 

310pb 

194pb 

118pb 
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A estringência da reação foi avaliada modificando-se a temperatura de anelamento dos 

iniciadores ao DNA alvo. Variações de temperatura entre 57 e 65oC não renderam 

alterações significantes no perfil de bandas revelado na eletroforese. 

 

5.3 - Correlação entre PCR, Zimodema, ELISA e Microscopia ótica. 

 

Dez diferentes amostras de cultura foram identificadas pelo zimodema e PCR. Cinco 

destas amostras foram identificadas como E. histolytica e 5 como E. dispar. Foi 

observada perfeita concordância entre a PCR e o zimodema (Tabela 2). 

 

Tabela 2. Cepas de Entamoeba histolytica e E. dispar identificadas pelo padrão de 
Zimodemas e pela PCR. 

Cepa Cultivo Zimodema* PCR rRNA 
 

HM1 
 

axênico 
 

E. histolytica 
 

E. histolytica 

 
HK-9 

 
axênico 

 
E. histolytica 

 
E. histolytica 

 
EGG 

 
polixênico 

 
E. histolytica 

 
E. histolytica 

 
VEJ 

 
polixênico 

 
E. dispar 

 
E. dispar 

 
JCAO 

 
polixênico 

 
E .dispar 

 
E. dispar 

 
ICB-32 

 
axênico 

 
E. histolytica 

 
E. histolytica 

 
ICB-452 

 
axênico 

 
E. histolytica 

 
E. histolytica 

 
WILL 

 
polixênico 

 
E. dispar 

 
E. dispar 

 
ADO 

 
polixênico 

 
E. dispar 

 
E. dispar 

 
JPPC 

 
polixênico 

 
E. dispar 

 
E. dispar 

*Barral de Martinez et al. (1996). 
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Quarenta e uma amostras examinadas pela técnica de coproantígenos foram usadas 

para comparação com a PCR. Quatorze amostras foram positivas para E. histolytica e 

27 negativas. Das 14 amostras positivas pela técnica de coproantígenos, 10 foram 

positivas na PCR, sendo 9 para E.histolytica e 2 para E.dispar. Entre as 27 amostras 

negativas, nenhuma amostra foi positiva na PCR para E. histolytica e três foram 

positivas para E.dispar. Estes resultados estão sumarizados na tabela 3. 

 

Tabela 3: Resultados comparativos dos exames a microscopia ótica, da pesquisa de 
antígenos (ELISA) e da PCR em amostras fecais. 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

Noventa amostras examinadas ao microscópio tiveram seus resultados comparados a 

PCR. Destas, 53 foram positivas para cistos do complexo E.histolytica/E.dispar (uma 

das amostras foi positiva também para trofozoítos) à microscopia ótica e 37 foram 

negativas. Destas 53 amostras positivas à microscopia ótica, 16 mostraram-se positivas 

na PCR para E.histolytica e 23 para E.dispar. Entre estas amostras a PCR detectou 

duas infecções mistas. Das 37 amostras negativas, 3 mostraram-se positivas na PCR 

para E.histolytica e 3 para E.dispar (tabela 4). 

9 

 

0 

 

8 

  E. histolytica 

PCR 

5 

 

3 

 

1 

E.dispar 

 

 

1 

 

0 

 

1 

E. histolytica / E.dispar 

  

  

41 TOTAL 

27 - 

14 + 

E. histolytica   

ELISA   
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Tabela 4: Resultados comparativos da Microscopia ótica, e da PCR para o gen do rRNA 
para 90 amostras fecais procedentes de Manaus-AM, Belém-PA, e da Grande Belo 
Horizonte 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

A análise de concordância entre as técnicas foi feita através do programa Win Episcope 

2.0 (THRUSFIELD et al., 2001). Estas análises foram feitas com um nível de confiança 

de 95% para o índice Kappa, e para os valores de sensibilidade, especificidade da 

técnica de PCR em relação à técnica de coproantígenos e à microscopia ótica. 

 

A tabela 5 mostra a concordância entre a técnica de PCR e o exame à microscopia 

ótica. Foi observada uma concordância de 76% entre as duas técnicas. O índice Kappa 

foi de 0.515. A sensibilidade da PCR em relação á microscopia ótica foi de 70% e a 

especificidade de 84%.  

 
 
 
 
 
 

18 

3 

 

15 

  E. histolytica 

PCR 

25 

3 

 

22 

E.dispar 

 

2 

0 

 

2 

E. histolytica / E.dispar 

  

90 Total 

37 - 

53 + 

E.histolytica/ 
E.dispar 

 

Microscopia 
ótica 
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Tabela 5: Concordância, sensibilidade, especificidade da PCR em relação 
à microscopia ótica 
       

Microscopia ótica           TOTAL 
 PCR 

          Positivo         Negativo  
 
Positivo  37     6   43 
 
Negativo  16    31   47 
 
TOTAL  53    37   90   
 
Concordância observada: 0.756 
Concordância esperada: 0.496 
Coeficiente Kappa: 0.515 
Nível de confiança: 95% 
Limite inferior         Limite superior 
    0.313            0.716          0.103  se (0) 
    0.337      0.693           0.091  se (1)              
 
Medida de Associação e de intervalo de confiança de 95% 
 
Sensibilidade:69.811% (Limite inferior: 57.452/Limite superior: 82.171) 
Especificidade: 83.784%(Limite inferior: 71.907/Limite superior: 95.661) 

 

 

A tabela 6 mostra os valores de concordância entre as técnica de ELISA e PCR para o 

rRNA. A concordância observada foi de 88% e o respectivo índice Kappa foi 0,703, 

indicando uma boa concordância entre as duas técnicas. A sensibilidade da técnica de 

PCR em relação ao ELISA (coproantígenos) apresentou um valor de 64%, e a sua 

especifidade, 100%.  
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Tabela 6: Concordância, sensibilidade, especificidade da PCR em relação ao 
teste de ELISA (Entamoeba histolytica II Test- TechLab®) 
 
    ELISA                  TOTAL 
PCR 

   Positivo       Negativo  
 
Positivo    9     0   9 
 
Negativo    5    27   32 
 
TOTAL  14    27   41 
 

 
 
 
Concordância observada: 0.878 
Concordância esperada: 0.589 

Coeficiente Kappa: 0.703 
Nível de confiança: 95% 
Limite inferior         Limite superior 
    0.411            0.996          0.149  se (0) 
    0.464      0.942   0.122  se (1)   
 
 
Medida de Associação e de intervalo de confiança de 95% 
 
Sensibilidade: 64.286%(Limite inferior: 39.186/Limite superior: 89.386) 
Especificidade: 100.000%(Limite inferior: 100.000/Limite superior: 100.000) 
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5.4- Inibição da PCR por substâncias presentes nas fezes 

 

A Figura 9 mostra o resultado da identificação específica de 15 amostras de fezes 

positivas ao microscópio ótico. Destas amostras, 10 foram identificadas como E. dispar, 

as 5 restantes foram negativas para E. histolytica e E. dispar. Estas cinco amostras 

negativas foram submetidas a PCR para o gene HLA-DRB (SPURKLAND et. al, 1993). 

Três foram positivas na PCR (canaletas 3, 4 e 12) e duas foram negativas (canaletas 14 

e 15).  

 

               MM   1     2    3   4     5    6     7    8    9    10  11  12 13  14  15  16 

 
Fig. 9: Eletroforese em gel de poliacrilamida 4% corado pela prata em amostras fecais 
submetidas à PCR para amplificar o gen do SSU rDNA (subunidade menor do DNA 
ribossomal) e o gen HLA-DRB. Canaletas 1, 2, 5-11 e 13: amostras fecais positivas para 
E. dispar na PCR para o rDNA. Canaletas 3, 4 e 12: amostras fecais positivas a 
microscopia ótica para cistos de E. histolytica/E.dispar, negativas na PCR para o rDNA e 
positivas na PCR para o gene humano HLA-DRB. Canaletas 14 e 15: amostras fecais 
positivas a microscopia ótica para cistos de E. histolytica/E.dispar, negativas na PCR 
para o rDNA e negativas na PCR para o gene humano HLA-DRB. Canaleta 16: controle 
negativo da reação sem DNA. MM = ϕX174 digerido com HaeIII 
 
 
 
 
 
 
 

310pb 

72pb 

118pb 

194pb 
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6 – Discussão 

 

A amebíase é a infecção humana causada pelo protozoário Entamoeba histolytica. 

Estimava-se que 12% da população do mundo albergavam o parasita e destes somente 

10% apresentavam evidência clínica da infecção (MARTINEZ-PALOMO, 1998). Devido 

a grande quantidade de indivíduos assintomáticos infectados com E. histolytica, foi 

sugerido em 1925 e posteriormente confirmado pela OMS em 1997 a existência de 

outra ameba responsável pelas infecções assintomáticas (BRUMPT, 1925; WHO, 

1997). Esta outra espécie, indistinguível à microscopia ótica da E. histolytica, foi 

denominada E. dispar e a ela tem sido atribuído a maioria dos casos assintomáticos 

(WHO, 1997). Desde então a real prevalência da infecção humana pela E. histolytica é 

desconhecida. Alguns trabalhos têm discutido a melhor ferramenta para identificação 

das espécies.  

 

Atenção especial tem sido dada à identificação de lectinas da superfície amebiana e 

seqüências gênicas espécie-específicas (HAQUE et al., 1995; HAQUE et al., 2000; 

HUSTON et al., 1999; MIRELMAN et al., 1997; PETRI et al., 2000; TANYUSKEL & 

PETRI, 2003). A utilização da lectina Gal/GalNac presente na membrana da E. 

histolytica como alvo num ELISA de captura tem sido amplamente utilizado (HAQUE et 

al., 2000; TANYUSKEL & PETRI, 2003, TANYUKSEL et al., 2005). No entanto seu 

custo constitui barreira para sua utilização principalmente para estudos epidemiológicos 

em muitos países. Devemos ainda acrescentar que a sensibilidade do método deixa a 

desejar quando comparado a PCR (MIRELMAN et al. 1997; ROY et al., 2005). 
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Muitas são as seqüências gênicas candidatas ao diagnóstico diferencial entre E. 

histolytica e E. dispar pela técnica de PCR(CLARK & DIAMOND, 1991; FREITAS et al., 

2003; ROY et al., 2005; TACHIBANA et al., 1991; TANNICH et al., 1991; ZENGZHU et 

al., 1999). O método é promissor do ponto de vista da sensibilidade e especificidade, 

duas qualidades imprescindíveis para testes diagnósticos. No entanto, as metodologias 

de PCR descritas são ainda muito laboriosas e apresentam custo elevado. O principal 

entrave neste sentido é a etapa de extração de DNA. Nesta fase encontramos as 

metodologias mais difíceis de reproduzir como também as mais caras. Geralmente os 

melhores resultados são obtidos com a utilização de kits, o que torna o diagnóstico 

molecular inviável para o sistema de saúde, privado ou público, em países como o 

nosso. 

 

Neste trabalho nossa intenção foi padronizar a PCR para diagnóstico diferencial entre 

E. histolytica e E. dispar provenientes de amostras fecais e avaliar sua aplicabilidade 

como ferramenta diagnóstica para amebíase no Brasil. 

 

Neste contexto o primeiro desafio foi escolher o alvo da PCR entre os muitos já 

descritos (ALI et al., 2003; AGUIRRE et al.,1995; BRITTEN et al.,1997; BLESSMANN et 

al., 2003 CLARK E DIAMOND, 1991; EVANGELOPOULOS et al, 2000; GONIN & 

TRUDEL; 2003; KATZWINKEL-WLADARSCH et al., 1994; NÚÑEZ et al.,2001; PAGLIA 

& VISCA, 2004; RAMOS et al.,1999; TROLL et al,1997; VERWEIJ et al, 2001). Optou-

se pelos genes da ssu rRNA por sua significativa importância na diferenciação das 

amebas (CLARK & DIAMOND, 1991; BHATTACHARYA et al, 1998) e também por se 

apresentar em um elevado número de cópias. O rDNA em E. histolytica/E. dispar é 
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epissomal e possui 200 cópias (BHATTACHARYA et al, 1998), o que aumenta a 

sensibilidade do ensaio. 

 

A escolha da seqüência considerou não só sua consagração como alvo espécie-

específico por alguns autores (BLESSMANN et al., 2003; GONIN & TRUDEL, 2003) 

como também por seu tamanho. A seqüência escolhida consistiu de um fragmento de 

310 pb para as duas espécies. A utilização desta seqüência possibilitou que o trabalho 

fosse desenvolvido com passos curtos de anelamento e alongamento na PCR, 

deixando o método diagnóstico mais rápido. Soma-se a isto a melhor resolução deste 

segmento gênico em eletroforese em gel de poliacrilamida. 

 

Para revelação dos amplicons pós PCR, usamos a eletroforese em gel de poliacrilamida 

corado pela prata. Julgamos que este sistema renderia melhores resultados que a 

revelação em agarose, por apresentar uma malha mais densa e as bandas 

apresentarem maior resolução Como podemos notar nos resultados (Figura 7), este 

sistema foi capaz de revelar a presença de um único trofozoíto. A sensibilidade da 

poliacrilamida sobre a agarose foi confirmada quando comparamos a sensibilidade da 

PCR para o rDNA com a apresentada por outros autores (ACUNA SOTO et al., 1993; 

EVANGELOPOULOS et al., 2000; KATZWINKEL-WLADARSCH et al., 1994; NÚÑEZ et 

al.,2001; SANTOS, 2005). 

 

Estando o alvo escolhido partiu-se para a extração de DNA de amostras fecais. 

Inicialmente verificou-se a possibilidade de utilização de fezes mantidas em 

conservantes, assunto controverso na literatura. 
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O uso de conservantes fecais facilita o diagnóstico morfológico não só quando a 

microscopia é adiada, como também quando é imediata. Geralmente o material a fresco 

usado para diagnóstico apresenta material já alterado morfologicamente, dificultando o 

diagnóstico. O uso do conservante, geralmente formalina a 10%, mesmo quando não 

utilizada corretamente, melhora a qualidade do exame. Para estudos epidemiológicos 

toma importância maior, já que o acondicionamento das fezes na geladeira nem sempre 

é possível. No caso da PCR o uso de conservantes se justifica pelos mesmos motivos 

citados para microscopia ótica, mas também pela importância da degradação do DNA 

por nucleases nas amostras que não forem acondicionadas a –20o C. O formol é 

considerado por alguns autores, inibidor da PCR em amostras fecais (GONIN & 

TRUDEL, 2003; RAMOS et al., 1999; TROLL et al., 1997; VERWEIJ et al., 2000) e 

inofensivo para outros (PAGLIA & VISCA, 2004; SANUKI et al., 1997;).  

 

Para avaliar o efeito da formalina na PCR de amostras fecais, associou-se trofozoítos 

em cultura à solução de formalina tamponada 10%. Comparamos os resultados da PCR 

em amostras mantidas na formalina ao de amostras mantidas em etanol, considerado 

alternativa como conservante fecal (LEBBAD & SVARD, 2005). Como controle positivo 

utilizamos as mesmas amostras mantidas em PBS.  

 

O efeito dos conservantes foi avaliado durante um mês, por julgar este período 

suficiente para trabalhos epidemiológicos. As amostras acondicionadas em etanol e 

formalina apresentaram rendimento semelhante na PCR, aos obtidos com as amostras 

em PBS. Estes resultados se somam aos de Paglia & Visca (2004) e sugerem que 

outros agentes presentes nas fezes podem ser responsáveis pela interferência na PCR. 
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Baixo rendimento na extração do DNA das fezes, interferência de DNA de outros 

organismos no encontro dos iniciadores com a seqüência alvo também poderiam 

contribuir para os resultados negativos. 

 

A partir destes resultados prévios, foram utilizadas amostras acondicionadas em 

formalina, PBS e a fresco para extração de DNA para a PCR. Cabe aqui salientar que 

algumas amostras acondicionadas em formol e PBS por até 2 anos produziram 

resultados positivos (dados não mostrados). 

 

Muitas são as metodologias descritas para extração de DNA de E. histolytica/E. dispar 

de fezes (ACUNA SOTO et al., 1993, EVANGELOPOULOS et al., 2000; KATZWINKEL-

WLADARSCH et al., 1994; NÚÑEZ et al., 2001; RIVERA et al., 1996; TROLL et al., 

1997). Dentre estes, escolhemos inicialmente os métodos de Aguirre et al. (1996) e 

Sanuki et al. (1997), por sua exeqüibilidade, custo e por representarem a maioria dos 

métodos de extração já descritos. Estes métodos apresentam princípios semelhantes 

com duas importantes diferenças: quantidade de cistos para o diagnóstico e tempo de 

digestão com proteinase K. A quantidade de cistos nas fezes de indivíduos infectados 

com E. histolytica/E.dispar é muito pequena comparada a indivíduos infectados por 

cistos de Giardia lamblia, e ovos de Ascaris lumbricoides e Trichuris trichiura por 

exemplo. Desta forma, a concentração prévia das amostras pode melhorar o 

rendimento da PCR.  

 

Sanuki et al. (1997) utilizaram amostras concentradas por centrifugação em formol-etér. 

Os cistos possuem paredes de quitina, material muito difícil de ser rompido, assim um 
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período de digestão maior poderá também render melhores resultados na PCR. No 

método de Aguirre et al. (1997), o lisado foi digerido com proteinase K 24 horas contra 2 

horas no outro método. Contudo, a exceção dos controles com trofozoítos, as duas 

técnicas não renderam reações de PCR positivas. Buscando os possíveis motivos para 

o fracasso da reação, observamos o material pós-incubação com proteinase K em 

microscópio ótico. Verificamos que os cistos não haviam se rompido. Acrescentamos 

mais uma etapa na extração de DNA por estes dois métodos: submetemos previamente 

as amostras ao congelamento e descongelamento em nitrogênio líquido. Verificamos 

que havia ainda muitos cistos inteiros. Mas apesar disto, alguns se arrebentaram e 

prosseguimos a extração, cujo DNA não rendeu amplicons na PCR. Estes resultados 

sugerem que os autores destes dois métodos deveriam ter usado amostras fecais com 

grande concentração de cistos ou mesmo amostras diarréicas. Estas amostras 

obviamente teriam também uma quantidade maior de trofozoítos e DNA destes 

trofozoítos livre nas fezes, que no caso não necessitariam de processos extras de 

rompimentos de cistos. O próprio aquecimento das amostras proporcionaria 

rompimento das células (ABU-AL-SOUD et al., 2005). No nosso caso, a maioria das 

amostras fecais utilizadas consistiram de fezes formadas ou pastosas. Poucas foram as 

amostras diarréicas.  

 

Diante destes resultados, avaliamos nossa PCR com DNA obtido de extração com o kit 

da Qiagen, considerado por alguns autores como o método de escolha para extrair 

DNA das amebas presente nas fezes (BLESSMANN et al., 2002; LEBBAD & SVARD, 

2005; PAGLIA & VISCA, 2004; VERWEIJ et al., 2000). Todas amostras que foram 
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utilizadas na extração foram amplificadas a contento na PCR. No entanto, o custo do kit 

para extração de DNA impossibilita sua utilização rotineira. Assim, testamos um método 

simples de extração de DNA de plasmídeos, o de Lise Alcalina (SAMBROOK et al, 

1989). O método se mostrou eficiente para extração de DNA das amebas nas fezes e 

os produtos da PCR se mostraram semelhantes aos obtidos com DNA extraído pelo kit 

QIAamp. 

 

Discutimos anteriormente a respeito do rompimento dos cistos para melhorar o 

rendimento do DNA extraído nas amostras fecais. Utilizamos após etapa de rompimento 

dos cistos as técnicas do QIAamp e de Lise Alcalina. No entanto, para confirmar sua 

importância, extraímos DNA pelos métodos de Lise Alcalina e QIAamp com e sem a 

etapa de rompimento dos cistos. Somente as amostras submetidas ao rompimento dos 

cistos renderam PCR positivos nas duas técnicas. Estes resultados confirmam nossa 

suspeita de que amostras procedentes de pacientes com fezes normais ou pastosas 

contenham menor quantidade de trofozoítos ou mesmo DNA. 

 

Interessantemente, com o método de Lise Alcalina obteve-se rendimento de PCR 

algumas vezes superior aos obtidos com QIAamp. Este fato talvez se justifique pela 

concentração do DNA extraído que na Lise Alcalina é 10 vezes mais concentrado. 

Ainda pode-se levantar a suspeita de que na Lise Alcalina os cistos sejam mais 

eficientemente rompidos que no outro método. O hidróxido de sódio (NaOH) está 

presente em uma concentração muito alta (0,2M), podendo facilitar o rompimento dos 

cistos. Deve-se ainda salientar que a Lise Alcalina é padronizada para a extração de 
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plasmídeos (SAMBROOK et al, 1989, AUSUBEL et al., 1994) favorecendo a extração 

do rRNA que em E.histolytica é circular e extracromossomal (BHATTACHARYA et al, 

1998). Este fato pode também ter contribuído na sensibilidade do método. 

 

A especificidade da PCR foi avaliada utilizando amostras com cistos de outros 

protozoários e ovos de helmintos, além de amostras de fezes negativas para qualquer 

parasito. Somente amostras positivas para cistos/trofozoítos de E. histolytica 

apresentaram amplicons pós PCR. 

 

Utilizou-se além de fezes, material obtido de aspirado de abscesso hepático de oito 

pacientes do Instituto Evandro Chagas (Belém, PA) com suspeita de amebíase 

hepática. Destes, somente cinco foram positivos na PCR. Estes resultados talvez 

estejam relacionados à falhas no processo de extração devido à presença de coágulos 

impedindo a extração do DNA ou a inapropriedade do alvo para a reação. Zengzhu et 

al. (1999) analisando o diagnóstico de 43 pacientes com suspeita de amebíase 

hepática, concluíram que o rRNA não deve ser o alvo para diagnóstico por PCR nestes 

pacientes. De acordo com os autores o melhor alvo seria um fragmento gênico de 100 

pb derivado de uma proteína de 30 kDa sinalizadora de infecção hepática (TACHIBANA 

et al.,1990). Os autores encontraram 100% de sensibilidade para a PCR cujo alvo foi a 

proteína de 30 kDa contra 34% da PCR para o rDNA. 

 

Uma vez determinada a melhor metodologia para extração de DNA partiu-se para a 

padronização da PCR. Neste contexto avaliou-se a procedência da Taq DNA 

polimerase e estringência da reação. 
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Diferentes marcas comerciais de Taq DNA polimerase, podem render diferenças nos 

resultados de uma PCR, havendo algumas vezes necessidade da utilização de 

facilitadores da amplificação como BSA, caseína, formamida (ABU-AL-SOUD et al., 

2005) e polivinilpolipirrolidona (PVPP) (EVANGELOPOULOS et al., 2001; VERWEIJ et 

al., 2004). Alguns tipos de DNA polimerases são mais sensíveis à inibição que outras, 

diferindo na processividade e fidelidade (WILSON, 1997). Avaliamos o desempenho de 

3 diferentes marcas de Taq DNA polimerase, Promega®, Invitrogen® e Pharmacia®, 

todas apresentaram resultados satisfatórios. 

 

A estringência da reação foi avaliada através da temperatura de anelamento dos 

iniciadores ao DNA alvo. A temperatura calculada como ideal para a PCR foi de 57o C, 

contudo nesta temperatura havia sempre bandas espúrias. Temperaturas variando de 

57 à 65o C foram utilizadas na reação numa tentativa de diminuir estas interferências. O 

perfil da PCR continuou o mesmo. Contudo a presença destas bandas não interferiu na 

leitura dos resultados da PCR. 

 

A concordância entre a microscopia ótica e a PCR foi regular, de 0.515, segundo escala 

de concordância Kappa. A especificidade da PCR em relação à microscopia foi boa, 

entretanto a sensibilidade foi de 70%, considerada baixa para uma técnica tão sensível 

como a PCR. Resultados similares a estes foram observados por Rayan (2005). 

 

No entanto deve-se considerar, que a microscopia não deve consistir padrão de 

referência para diagnóstico entre E. histolytica e E. dispar. A maioria dos trabalhos que 
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comparam a microscopia com o ELISA, por exemplo, mostram resultados similares aos 

do presente trabalho para a PCR quando se utiliza como padrão a microscopia ótica 

(GONZÁLES-RUIZ et al.,1994b; SHARMA et al., 2003; TANYUSKEL et al., 2005). 

 

A identificação por microscopia ótica em outros estudos indica que esta possui 60% de 

sensibilidade comparado a cultura e a isoenzimas (HAQUE et al.,1998) e 39% de 

sensibilidade e 96% de especificidade comparado aos ELISA da Techlab® e valor 

preditivo positivo de 5%, produzindo resultados falso-positivos, abaixando a 

sensibilidade das outras técnicas a ela comparadas (NESBITT et al, 2004). 

 

Muitos são os fatores que influenciam na precisão do diagnóstico microscópico para a 

identificação correta do complexo de amebas. As amostras devem ser transportadas 

em conservantes, caso contrário a execução do exame deve se dar no menor período 

de tempo possível. A microscopia apresenta maior porcentagem de detecção em 

amostras preservadas nos diversos conservantes como Schaudinn, SAF (formol-etil-

acetato), MIF (mercúrio-iodo-formol), do que em amostras não conservadas 

(SCHOLTEN & YANG, 1974). No caso do líquido de Schaudinn ele é tóxico, pois 

apresenta mercúrio em sua composição (HOREN, 1981) sendo a sua manipulação 

perigosa à saúde dos profissionais e do paciente. O líquido conservante de preferência 

seria a formalina. O conservante MIF de Blagg et al. (1955), possui formalina 10% que 

conserva as formas císticas dos protozoários e o iodo que pode ser adicionado 

posteriormente à etapa de centrifugação da técnica que permite a diferenciação das 

espécies de amebas existentes no trato intestinal. O mercúrio-cromo é adicionado como 
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sinal de advertência aos pacientes. A glicerina é outro componente adicionado a 

mistura com a finalidade de clarificar cistos e ovos, facilitando sua identificação. 

 

A coleta e a forma de utilização do material para diagnóstico constitui outro fator que 

influencia na identificação pelo microscópico de E. histolytica e E. dispar. Gonin & 

Trudel (2003), estudando comparativamente técnicas de diagnóstico para amebíase, 

selecionaram 11 pacientes que apresentaram fezes positivas à microscopia ótica para 

E. histolytica/E. dispar pela técnica de concentração em formol–etil-acetato (SAF). Na 

segunda análise destas amostras pelo ELISA Techlab® e pela PCR para o rDNA estas 

amostras revelaram-se negativas. Estes resultados talvez estejam relacionados à coleta 

do material, que poderia ter ocorrido no período negativo de formação de cistos. 

Poderia se relacionar também ao fato do material ter sido concentrado para diagnóstico 

morfológico e não para o ELISA e a PCR. 

 

Outro problema é a presença no intestino humano de várias outras amebas comensais. 

Assim o diagnóstico de certeza depende muito do laboratorista que deve ser experiente 

e consciente. Muitos laboratoristas baseiam-se em figuras de livros para o diagnóstico, 

tornando os resultados falso-positivos para E. histolytica uma constante (VERWEIJ et 

al., 2003). Geralmente os laboratórios não utilizam micrômetro para medir os cistos de 

E. hartmanni, uma ameba comensal similar a E. histolytica. Resultados falsos são 

comuns. Outra ameba muito parecida com a E. histolytica é a E. moshkovskii, esta 

ameba era considerada um tipo não patogênico da E. histolytica até pouco tempo. 

Estudos têm demonstrado uma significativa freqüência desta ameba no intestino 

humano (ALI et al, 2003; PARIJA & KHAIRNAR, 2005). Outra possibilidade seria a de 
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infecção por amebas que não são comensais ou parasitas do homem e sim de porcos e 

macacos como E. polecki e E. chattoni, mas que ocasionalmente podem ser detectadas 

nas fezes de humanos (VERWEIJ et al., 2003), provavelmente devido à manipulação 

desses animais por criadores em fazendas e em zoológicos (VERWEIJ et al., 2001). 

 

Os casos de infecção humana com E. polecki são considerados raros, exceto na Papua 

Nova Guiné em que a taxa de prevalência chega a ser maior que 30% (DESOWITZ et 

al., 1986). 

 

Um estudo realizado em Cuba por Ferrer et al. (1999) demonstrou que uma pequena 

porcentagem de 96 técnicos entrevistados dos Laboratórios da província de Cienfuegos 

tinham conhecimento das características morfológicas necessárias para se identificar 

corretamente os estágios de pré-cisto (56,8% dos técnicos), cisto (61,7%) e trofozoítos 

(35,9%). Apenas 38,9% dos técnicos selecionaram um conjunto de características 

morfológicas corretas para identificar leucócitos. A conseqüência foi que ao se 

determinar a prevalência de E. histolytica em Cuba por coproantígenos (LUACES et 

al.1993), os níveis de detecção foram baixíssimos. O treinamento exaustivo desses 

profissionais, portanto, deve ser objetivado pelas empresas de laboratórios particulares 

dos centros urbanos e do governo a fim de se almejar a melhora no diagnóstico do 

complexo de amebas em questão e também de outras infecções intestinais. 

 

Procurando confirmar as suspeitas acima referidas, a possibilidade de inibição da PCR 

por substâncias presentes nas fezes foi avaliada. 
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A inibição na PCR pode ocorrer por bloqueio dos sítios ativos da enzima Taq DNA 

polimerase (ABU AL-SOUD ET AL., 1998) ou através de componentes da dieta e da 

microbiota intestinal, como proteases bacterianas e nucleases tanto quanto debris 

celulares e efeitos físico-químicos que previnam a amplificação. Stacy-Phipps et al. 

(1995) e Wilson (1997) reduziram os inibidores fecais por diluição das amostras de 

DNA. Estes autores sugerem que amostras diarréicas apresentam baixo nível de 

inibidores devido ao curto tempo de trânsito intestinal.  

 

Para verificar a presença de inibidores foram utilizadas cinco amostras positivas na 

microscopia e negativas na PCR. Estas amostras foram submetidas a um novo PCR 

para amplificar um segmento do gene humano da cadeia leve da miosina. Destas cinco 

amostras, três foram positivas. Estes resultados reforçam as discussões acima a 

respeito de diagnósticos falso-positivos e também no que se refere à inibição da PCR 

por substâncias presentes nas fezes. Outra possibilidade é material com quantidade 

insuficiente de DNA ou por problemas na extração ou por deficiência no número de 

parasitos. 

 

Das noventa amostras utilizadas para PCR, 41 foram diagnosticadas pela técnica de 

ELISA para coproantígenos. A PCR mostrou uma boa concordância com o ELISA, 

todavia deixou de diagnosticar cinco amostras que foram positivas para E. histolytica no 

ELISA. Uma dessas cinco amostras foi identificada como E. dispar pela PCR. Segundo 

Haque et al. (1998) o método E. histolytica II test da Techlab® é designado para ser 

específico para E. histolytica, contudo na prática pode ocorrer reação cruzada entre E. 

histolytica e E. dispar. A especificidade da PCR nos permite afirmar que esta amostra 
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constituiu um falso positivo no ELISA. Resultados similares foram encontrados por 

outros pesquisadores (DELIALIOGLU et al., 2004; FURROWS et al., 2004; GONIN & 

TRUDEL, 2003, ROY et al., 2005; TANYUKSEL et al., 2005). A segunda amostra foi 

positiva para E.dispar e E. histolytica. Das técnicas padronizadas na literatura para 

diagnóstico das duas espécies de amebas, apenas a PCR possui a capacidade de 

detectar infecções mistas (EVANGELOPOULOS et al., 2000; HUSTON et al., 1999). 

 

A baixa sensibilidade da PCR em relação ao ELISA pode estar relacionada à baixa 

especificidade da ELISA. Contudo, podemos ainda acrescentar alguns fatores 

associados à manipulação do material em estudo que poderiam interferir na 

sensibilidade da PCR versus ELISA. 

 

Após execução do exame das fezes para o ELISA, sobrou pouco material em algumas 

amostras para ser submetido à concentração pelo método do formol-etér. Restava 

algumas vezes uma alíquota mínima de fezes para se executar a PCR. O exame deste 

sedimento muitas vezes não revelava cistos nem trofozoítos de amebas. Mesmo assim 

o material foi processado para extração, pois poderia poderiam restar trofozoítos e 

fragmentos de DNA com o alvo a ser amplificado.  

 

Algumas das amostras negativas ficaram congeladas a –20ºC por até 20 meses até o 

momento da PCR, o que pode ter interferido no processo de amplificação. Contudo 

devemos ressaltar que alguns dos resultados positivos na PCR provieram de amostras 

congeladas por vários meses. 
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Entre as 23 amostras negativas no ELISA, 3 foram positivas na PCR para E.dispar, pois 

os anticorpos monoclonais do Entamoeba histolytica II Test apenas detecta os epitopos 

da lectina Gal/GalNac de Entamoeba histolytica, dando resultado negativo quando a 

ameba presente é E.dispar. 

 

Comparando a PCR com o ELISA, não houve nenhum resultado falso-negativo 

refletindo a grande especificidade da técnica (100%) concordando com os achados de 

vários autores (ACUNA-SOTO et al., 1993; BLESSMANN et al., 2002 VERWEIJ et al., 

2000; VERWEIJ et al., 2004). 

 

O método de coproantígenos pode não ser um bom padrão de referência para 

comparação de novas técnicas de diagnóstico. Pillai et al, (1999) em um estudo 

epidemiológico no Canadá demonstrou a maior sensibilidade do Alexon Kit® em relação 

ao Entamoeba test da Tech lab®. Gatti et al. (2002) em um estudo de incidência de 

E.histolytica/E.dispar no Equador, encontraram uma sensibilidade do Entamoeba test 

da Tech lab® de 14,2% contra 54,5% do Alexon kit® tendo como padrão isoenzimas. A 

sensibilidade das duas técnicas foi menor que a sensibilidade da microscopia ótica 

(66%). 

 

Isoenzimas em E. histolytica/E. dispar constitui o padrão-ouro de diagnóstico na 

identificação das espécies. No entanto, é uma técnica laboriosa e dependente de 

cultura, impossibilitando sua execução em muitos laboratórios. Assim não se pôde 

realizar o diagnóstico das amostras fecais por zimodema. Contudo na padronização da 

PCR utilizamos 10 amostras de culturas previamente caracterizadas por isoenzimas 
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(BARRAL DE MARTINEZ et al., 1996). A PCR para o rDNA tendo como padrão a 

técnica de Isoenzimas, obteve uma sensibilidade e especificidade de 100%. 

 

Em análise, dos métodos de diagnóstico para identificação de E. histolytica e E. dispar, 

a PCR se mostrou mais específica, a microscopia mais sensível e a técnica de 

coproantígenos apresentou melhor especificidade que a microscopia e maior 

sensibilidade que a PCR.  

 

Interessante é que apesar da PCR ter apresentado menor sensibilidade em trabalhos 

experimentais de campo (FURROWS et al., 2004, HAQUE et al., 1998) ela se revela a 

técnica mais sensível quando da padronização em laboratório (BRITTEN et al., 1997; 

FREITAS et al., 2003; MIRELMAN et al., 1998,). Em vários estudos a PCR foi capaz de 

identificar as menores quantidades de trofozoítos, chegando a menos que um trofozoíto 

por reação. Enquanto no método de coproantígenos esta sensibilidade varia de 100 a 

1000 trofozoítos por poço (BRAGA et al., 2001; MIRELMAN et al., 1998; HAQUE et al., 

1998). Estes dados sugerem que o problema seria o padrão utilizado para comparação 

com a PCR, muito pouco específico. 

 

Assim a PCR é uma técnica promissora principalmente considerando custo e 

especificidade. Estudos nesta área devem continuar buscando sua padronização e 

otimização. 
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7 – Conclusões 

 

• A PCR identificou infecções por E. histolytica, E. dispar e infecções mistas em 

amostras fecais, mostrando sua aplicabilidade como método diagnóstico; 

 

• Amostras conservadas em formol e etanol produziram resultados positivos na 

PCR, podendo estes conservantes ser utilizados para transporte de material para 

estudos epidemiológicos; 

 

• A microscopia ótica e o ELISA não se mostraram padrões adequados para 

determinar a eficiência diagnóstica da PCR. 
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ANEXOS 
 

Anexo A 

MIF (modificado) 

 

Formalina P.A.  -------------------------------------------------------------------------------- 500ml 

Água destilada ------------------------------------------------------------------------------ 4.500ml 

Glicerina ----------------------------------------------------------------------------------------- 50 ml 

Mercúrio-cromo --------------------------------------------------------------------------------- 1.0 g 

 

Anexo B 

Pavlova modificado (meio para cultivo polixênico de E.histolytica e E.dispar) 

 

Na2HPO4 . 7H20 ------------------------------------------------------------------------------- 2.44g 

KH2PO4 ------------------------------------------------------------------------------------------ 0,42g 

NaCl ---------------------------------------------------------------------------------------------- 7.27g 

Extrato de Levedo ----------------------------------------------------------------------------- 1.46g 

Água destilada q.s.p ----------------------------------------------------------------------- 1000ml 

 

Acertar o pH 7.2 a 7.4 com NaOH 10M 

Acrescentar 5% de soro de boi (inativado a 56% durante 30 min), Penicilina G 

Potássica – 1000 U/ml, Estreptomicina – 500 µg/ml 

 

Filtrar em Seitz 



 

 

89 

 

Acrescentar amido de arroz estéril – 1,0 mg/ml (distribuir 1g de amido nos tubos de 

ensaio, deixar espalhado pelo tubo e esterilizar em estufa a 100ºC por 4 vezes. No 

momento de uso dissolver este amido com 10 ml de meio estéril e usar 1 ml dessa 

solução para cada litro de Pavlova a ser preparado). 

Distribuir em tubos de rosca – 10ml/tubo  

 

Anexo C 

Meio TYI – S –33 (meio para cultivo axênico e monoxênico de E.histolytica) 

 

Tripticase ------------------------------------------------------------------------------------------ 20.g 

Extrato de levedo----- --------------------------------------------------------------------------- 10g 

Glicose --------------------------------------------------------------------------------------------- 10g 

NaCl -------------------------------------------------------------------------------------------------- 2g 

K2HPO4 --------------------------------------------------------------------------------------------- 1g 

KH2PO4 ------------------------------------------------------------------------------------------- 0.6g 

L cisteina ---------------------------------------------------------------------------------------------1g 

Ácido ascórbico --------------------------------------------------------------------------------- 0.2g 

Citrato de ferro amoniacal --------------------------------------------------------------- 0.0228g 

 

Acertar o pH para 7.0 com NaOH 10M 

 

Esterilizar por 15 minutos a 120º C 
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Deixar esfriar e acrescentar: 30ml da mistura de vitaminas TWEEN 80, 100ml de soro 

bovino (inativado 30 minutos a 56º C), Penicilina G Potássica – 1000 U/ml, 

Estreptomicina – 500 µg/ml 

Filtrar em Seitz e distribuir em tubos de rosca (15ml/tubo) 

 

Anexo D 

Formalina tamponada (pH= 7,2)  

 

Formaldeído PA -------------------------------------------------------------------------------100 ml 

H2O destilada ----------------------------------------------------------------------------------900 ml 

Fosfato de sódio monobásico - NaHPO4.H2O -----------------------------------------4,25 g 

Fosfato de sódio dibásico anidro - Na2HPO4 --------------------------------------------6,5 g 

 

Anexo E 

TAE 50X 

 

Tris base aminometano --------------------------------------------------------------------- 242. g 

Ácido acético --------------------------------------------------------------------------------- 57,1 ml 

EDTA 0.5 M pH 8,0-------------------------------------------------------------------------- 100 ml 

Água destilada q.s.p. ---------------------------------------------------------------------- 1000 ml 

 

 

 

 


