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Introducao

Abstract

Amebiasis is a parasitic infection caused by protozoa Entamoeba histolytica and represents a serious
health problem in areas where hygiene conditions and treatment of water supply are unsatisfactory.
An estimate suggests that approximately 500 million people are infected globally each year and that
up to 100 000 deaths per year can be attributed to complications caused by amebiasis. The laboratory
diagnosis of amebiasis is performed by traditional light microscopy by demonstrating cysts and/or tro-
phozoites in faeces. However, its ability to detect interspecies variation within E. histolytica, Entamoeba
dispar and Entamoeba moshkovskii species is limited, making a presumptive diagnosis impossible. Im-
munological methods used to search for anti-E. histolytica antibodies are able to distinguish the species
E. histolytica, E. dispar and E. moshkovskii species, although false-positive and false-negative results
could be provided. Similarly, the search for specific antigens by immunologic tools is limited. Chain
reaction polymerase is the method of choice for amebiasis diagnosis, however new methodologies were
employed to make an amebiasis diagnosis and have been giving promising results. Similarly, real time
PCR and magnetic beads-based technologies were used for amebiasis diagnosis and have demonstrated
an excellent performance. Despite the advances in laboratory amebiasis diagnosis over the years, it is
necessary to develop cheaper methodologies that are specific to the E. histolytica and which can be used
in clinical laboratories worldwide to replace the obsolete methodologies used currently.
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Resumo

A (La) amebiase é uma (es una) infeccdo parasitaria causada pela (por) Entamoeba histolytica, protozoa-
rio que representa um risco a satide nos (un riesgo para la salud en los) paises onde as (donde las) ba-
rreiras sanitdrias sao inadequadas. Estima-se que 500 milhdes de individuos em todo o mundo estejam
(se encuentran) infectados por este patégeno, havendo até (hay hasta) 100 000 o6bitos anuais (muertes
anuales). O (El) diagndstico laboratorial é realizado rotineiramente através da (rutinariamente por medio
de la) demonstracao microscopica de cistos e/ou (o) trofozoitos no (en el) sedimento fecal, ndo permi-
tindo a (no permitiendo la) deteccao de variaces interespecificas entre a E. histolytica e espécies ndo
patogénicas como a Entamoeba dispar e a (y) Entamoeba moshkovskii. Metodologias imunoldgicas para
a pesquisa de anticorpos contra a (la busqueda de anticuerpos contra) E. histolytica ja foram usadas e
sao (ya fueron utilizadas y son) capazes de diferenciar as espécies do (entre las especies del) complexo E.
histolytica/dispar/moshkovskii, apesar de apresentarem resultados falso positivos e negativos. De modo
semelhante a pesquisa de antigenos especificos por técnicas imunologicas sao de utilidade limitada. A
reacao em cadeia da (La reaccién en cadena de la) polimerase ainda constitui a metodologia de escolha
para o (todavia es la metodologia de eleccién para el) diagnostico especifico da amebiase, entretanto
metodologias mais recentes foram empregadas no (fueron empleadas en el) diagnostico da amebiase
levando a resultados promissores (promisorios). A PCR em tempo real e as tecnologias baseadas na
(basadas en la) deteccao de microesferas magnéticas acopladas foram utilizadas para o diagnostico
da amebiase e apresentaram bom desempenho. Apesar do avanco no (del avance en el) diagndstico
laboratorial da amebiase ao longo dos anos, ainda ha necessidade do desenvolvimento de (a /o largo de
los arios, todavia hay necesidad de desarrollar) uma metodologia barata e especifica para a E. histolytica
que possa ser utilizada nos laboratdrios clinicos em todo o mundo em substituicao as (de /as) técnicas
ultrapassadas utilizadas até hoje (hasta hoy).

Palavras-chave: amebiase, diagndstico, Entamoeba histolytica

ta discrepancia clinica tem sido tema de discussao ha

A (La) amebiase é uma (es una) infeccao parasitaria glo-
bal causada pelo (por el) protozoario Entamoeba histo-
lytica, possui (tiene) distribuicdo cosmopolita e representa
um risco a saude nos (un riesgo para la salud en los) paises
onde as (donde las) barreiras sanitarias sao inadequadas.’
Os individuos mais comumente acometidos sao aqueles
gue possuem baixo (infectados son aquellos con bajo) po-
der aquisitivo, desnutricao e imunossupressao. Estima-se
gue 500 milhdes de individuos em todo o mundo estejam
(estan) infectados pela (por) E. histolytica,? havendo entre
40 000 a 100 000 6bitos anuais (muertes anuales).?

A infeccao assintomatica é a forma mais comum da
doenca e ocorre em (es la manifestacion mas comun
de la enfermedad y se presenta en) cerca de 90% dos
casos. Os demais casos sdo sintomaticos e caracteri-
zados, principalmente, pela disenteria amebiana. Es-

muitos anos (hace ya muchos afios). Em 1993 a espécie
foi redescrita em dois (fue descrita nuevamente en dos)
organismos, deixando o antigo nome (manteniendo el
nombre antiguo) E. histolytica para a patogénica e crian-
do uma nova designacdo para aquela ndo (una nueva
denominacién para aquella no) patogénica (Entamoeba
dispar).* A E. dispar vive como um comensal estavel e
avirulento (huésped estable y no virulento) produzindo
um estado de portador assintomatico, sendo aproxima-
damente nove vezes mais (nueve veces mas) prevalen-
te que a E. histolytica.> Além da (Ademas de) E. dispar,
outras espécies de ameba sao capazes de colonizar o
homem e nao produzir agdes patogénicas, tais como a
(al ser humano y no producir acciones patogénicas, tales
como) Entamoeba hartmanni, Entamoeba coli e Enta-
moeba moshkovskii.
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O diagnéstico clinico da amebiase é presuntivo e os si-
nais e (es presuntivo y los signos y) sintomas sao inespeci-
ficos, podendo ser confundidos com os de outras (como
los de otras) infeccoes intestinais. O diagnostico labora-
torial é realizado rotineiramente através da (de rutina por
medio de la) demonstracdo microscépica de cistos e/ou
trofozoitos no (en el) sedimento fecal, ndo permitindo a
deteccao de variacOes interespecificas entre a E. histo-
lytica e espécies ndo patogénicas.® Individuos infectados
pelas espécies ndo patogénicas ndo requerem tratamento
e a quimioterapia inadequada ou desnecessaria devem
(o innecesaria deben) ser evitadas por causarem impor-
tantes efeitos adversos,’”® elevacdo de custos ao sistema
(costos al sistema) de saude e possibilidade do desenvol-
vimento de resisténcia as (aparicion de resisténcia a las)
drogas comumente utilizadas.®'® O diagndstico espécie-
especifico é relevante ndo apenas para os (no soélo para
los) individuos sintomaticos, mas também para todos os
(como también para todos los) infectados devido a fa-
cilidade de transmissao pelo contato pessoa-pessoa (por
el contacto persona a persona), especialmente em paises
em desenvolvimento onde as condi¢des de higiene sao
precarias (donde las condiciones de higiene son preca-
rias). Com base no exposto (Basandose en lo expuesto),
um diagndstico laboratorial barato e especifico para a E.
histolytica representa um desafio para comunidade cien-
tifica, dada a importancia do tratamento dos individuos
verdadeiramente infectados por este patégeno.

O objetivo desta revisdo foi descrever as principais me-
todologias disponiveis para o diagnéstico da amebiase,
suas vantagens e (sus ventajas y) limitacoes, bem como
as (asi como las) perspectivas para o desenvolvimento de
novas metodologias.

Microscopia optica

A analise microscépica para pesquisa de cistos é a ferra-
menta mais (es la herramienta mas) utilizada no diagnds-
tico da amebiase. Sua execucdo é (Su ejecucion resulta)
simples, barata e ndo (y no) exige equipamentos sofistica-
dos. No entanto, é (Sin embargo, es) incapaz de diferen-
ciar a E. histolytica da E. dispar e E. moshkovskii. Por esta
razao, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) propde
que o (sugiere que el) diagndstico da amebiase basea-
do nesta metodologia deva referir-se a (debe referirse a
la) infeccdo causada pelo complexo E. histolytica/dispar/
moshkovskii.'" Apesar de um resultado positivo para o
complexo o individuo infectado nao deve ser submetido a
(no debe someterse al) tratamento quimioterapico.

A E. histolytica apresenta duas formas morfoldgicas
distintas: cistos e trofozoftos. Em espécimes fecais a fres-
co (fecales frescos), os trofozoitos s&o mais (son mas) fre-
guentemente observados por seu (su) extenso pleomor-
fismo em sua superficie e emissao de pseuddpodes, os
quais arrastam o corpo da ameba e o seu (que arrastran
el cuerpo de la ameba y su) nucleo, que nem sempre é
visivel (que no siempre es visible) (Figura 1A). Medem (Mi-
den) entre 12 e 60 pm de diametro, em média um pouco
mais de 20 ym. No centro do nucleo ha uma (En el centro
del nacleo hay una) pequena massa de cromatina, deno-
minada cariossoma central (Figura 1B).

Geralmente, observam-se eritrécitos no citoplasma de
trofozoitos de E. histolytica.'®?' No entanto, trofozoitos
de E. dispar eventualmente podem apresentar eritrécitos
fagocitados.' Eritrocitos recentemente ingeridos apare-
cem como corpos (cuerpos) refringentes, de cor esver-
deada muito (color verdoso muy) pélida. O diagnéstico
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Figura 1. (A) Trofozoito de E. histolytica cultivado em meio polixénico de
Pavlova. Observar as protrusdes laterais para a formagdo de pseudépodes.
(B) Trofozoito de E. histolytica cultivada em meio polixénico de Pavlova cora-
do pelo lugol. Observar caracteristicas do nucleo. Fotos do autor.

através da pesquisa (de la busqueda) de trofozoitos ocorre
somente em (tiene lugar sélo bajo) condicdes disentéricas
e a demora no (y la demora en el) processamento do ma-
terial fecal implica na reducao da sensibilidade do teste,
pois os (del analisis, ya que estos) mesmos permanecem
vidveis por até 3 horas ap6s sua (por hasta 3 horas luego
de su) eliminacao.'>'%'7 J& os (En ese momento, los) cis-
tos podem ser facilmente reconhecidos em preparagoes
coradas pelo lugol por sua parede (tefiidas con lugol por
su pared) hialinica refringente. Sdo geralmente esféricos,
mas podem ter (pero pueden tener) forma ligeiramente
ovoide ou irregular, variam de 10 a 20 ym de didmetro
e contém de um a quatro nucleos no seu (y contienen de
uno a cuatro nucelos en su) interior. O citoplasma torna-se
verde-amarelado na presenca (se vuelve verde-amarillento
en presencia) de vacutolos de glicogénio que se coram de
castanho-amarelado (se tifien de castano-amarillento); a
membrana nuclear e o cariossoma sao ligeiramente visi-
veis e coram-se de castanho-claro (Figura 2).

A microscopia éptica possui baixa (tiene baja) sensibi-
lidade (cerca de 60%) e pode produzir resultados falso-
positivos. De fato (De hecho), diversos fatores podem
afetar os (pueden afectar los) resultados como o atraso
no processamento do material, analista mal treinado (la
demora para el procesamiento del material, el analista
mal entrenado), dificuldade na diferenciacao de trofozoi-
tos ndo moveis (no moviles) de células epiteliais, uso de
coletores (recolectores) contaminados, presenca de subs-
tancias interferentes como antibidticos, laxantes, antia-
cidos, antidiarreicos ou enemas, nimero inadequado de
amostras fecais analisadas (muestras fecales analizadas),
preservacao inadequada das amostras e liberacao inter-
mitente de cistos e/ou trofozoitos.®'®'® Embora as (Aun-
que las) técnicas de concentragdo auxiliem o diagnéstico
microscopico nem sempre é (no siempre resulta) possivel
visualizar as amebas no sedimento fecal.?® Apesar de to-
das estas desvantagens, a microscopia optica é uma me-
todologia barata, rapida e bastante util em estudos de
triagem.

Deteccdo de anticorpos circulantes

A deteccao de anticorpos é uma ferramenta que pode
auxiliar o diagnéstico da amebiase. Entretanto, individuos
residentes em dreas endémicas estao constantemente ex-
postos a infeccao, tornando o (haciendo al) diagndstico
incapaz de distinguir infeccdes recentes de anteriores
devido a persisténcia de anticorpos circulantes.?'?? Es-
tes testes possuem resultado mais fidedigno quando sdo
utilizados em areas nao (en areas no) autdctones.?>?> De
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Figura 2. Cisto de E. histolytica/dispar/moshkovskii corado pelo lugol. Ob-
servar caracteristicas do nucleo e presencga de parede celular envolvendo o
parasito. Fonte: DPDX/CDC - Atlanta - EUA.

Figura 3. Trofozoitos em meio de cultivo polixénico de Pavlova em fase
exponencial de crescimento. Observar intenso pleomorfismo das células e
presenca de bactérias no meio. Foto do autor.

todo modo, a combinacdo de testes sorolégicos com a
detecgao do parasito (pesquisa de antigenos ou PCR) ofe-
rece uma maior (una mayor) sensibilidade diagndstica.?®
Anticorpos séricos anti-E. histolytica podem ser detec-
tados em 75%-80% dos individuos com infeccao sinto-
matica. Os métodos mais (Los métodos mas) utilizados
para esta finalidade incluem: ELISA,?34 hemaglutinagao
indireta,?®3>3® contraimunoeletroforese,?*3°* dentre ou-
tros. Os testes de ELISA pesquisam a presenca de anticor-
pos IgM ou IgG anti-lectinas,?'* o que representa uma
desvantagem no inicio (una desventaja al comienzo de
la) da infeccdo. Anticorpos especificos comecam a ser
produzidos somente uma semana apés aparecimento da
(s6lo una semana luego de la aparicion de la) sintomato-
logia.** Um estudo utilizando 100 individuos portadores
de colite amebiana mostrou que os anticorpos IgM e IgG
anti-lectina, dosados por ELISA, apresentaram uma sen-
sibilidade de 45.1% e 5.6%, respectivamente, quando
pesquisados na primeira semana apds aparecimento dos
sintomas clinicos. No entanto, sofreram (sufrieron un)
aumento para 79.3% e 93.1%, respectivamente, apos
um periodo superior a uma semana depois do apareci-
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mento dos sintomas clinicos.”® Estes dados (Estos datos)
demonstram que os testes de ELISA utilizados para pes-
quisa de anticorpos podem fornecer (pueden mostrar)
resultados falso-negativos nos primeiros dias de infeccdo.
Além do mais (Ademds), resultados falso-positivos podem
ocorrer devido a colonizacdo do limen (pueden produ-
cirse debido a la colonizacion de la luz) intestinal pela E.
dispar pois, segundo alguns (segun algunos) autores, este
protozodrio é capaz (es capaz) de estimular a secrecéo (la
secrecion) de anticorpos anti-lectina.*647

Apesar destas limitacoes, o ELISA é um dos (es uno de
los) métodos mais utilizados em todo o mundo. E am-
plamente empregado para o (Es ampliamente empleado
para el) diagnéstico da amebiase, principalmente nos
casos de abscessos hepaticos. Segundo alguns autores,
a sensibilidade do teste chega a (de la prueba llega a)
100%,2%8 sendo um teste de escolha (y es un anélisis de
eleccién) para diagnéstico de abscessos hepaticos: 95%
dos individuos com esta apresentacao clinica possuem
altos niveis séricos de IgG anti-E. histolytica, por volta
de uma semana ap6s o aparecimento dos (alrededor de
una semana después de la apariciéon de los) sintomas.*
Ainda que possua (Aun con) alta sensibilidade, o ELISA
pode produzir resultados falso-negativos. Nestes casos,
os testes devem (En estos casos, los analisis deben) ser re-
petidos ou confirmados através de outras metodologias.

Deteccdo de antigenos
Pesquisa de coproantigenos

Sao varios os (Son varios los) testes utilizados para de-
teccdo de antigenos na amebiase. Dentre estes, o ELISA
possui vantagens quando comparado a outras (cuando
se lo compara con otras) metodologias comumente uti-
lizadas, pois é capaz (porque es capaz) de diferenciar a
infeccdo causada pela E. histolytica da colonizacao intes-
tinal provocada pelas espécies ndo patogénicas, possui
valores elevados de sensibilidade e especificidade, e o uso
de placas com (y el uso de placas con) 96 pocos (pocillos)
permite a realizacao de estudos epidemiolégicos em larga
escala.”®

Na pesquisa (En la busqueda) de antigenos, além do
(ademas del) material fecal, outras amostras podem
(otras muestras pueden) ser usadas para deteccdo da E.
histolytica como saliva, soro e (suero y) fluido de absces-
sos hepaticos. Hague e cols.e Abd-All e cols. diagnosti-
caram a maioria de seus pacientes utilizando o teste de
ELISA especifico para lectinas de E. histolytica no fluido
dos (en el liquido de los) abscessos hepaticos e na saliva
de individuos portadores de abscessos hepaticos, respec-
tivamente. 441

As principais vantagens destes testes sao sua (Las ven-
tajas principales de estas pruebas son su) praticidade e
altos valores de sensibilidade e especificidade. No entan-
to, estas metodologias sao limitadas para pesquisa de
antigenos em amostras fecais congeladas ou (o) preser-
vadas, pois os (pues los) antigenos podem ser desnatura-
dos (desnaturalizados) durante o processo de fixacdo do
(fijacion del) espécime a ser estudado. Além disso, ndo ha
estudos (Ademads, no existen estudios) que demonstrem
que cistos presentes em fezes (heces) formadas sejam
reconhecidos (son reconocidos) por esta metodologia,
pois nao seriam (porque no serian) capazes (de) expres-
sar lectinas em sua superficie, como ocorre nas formas
trofozoiticas.

Pelo exposto ha uma (Por todo lo expuesto, existe una)
variedade de métodos capazes de distinguir a infeccao
causada pela E. histolytica da colonizacdo pela E. dispar
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ou E. moshkovskii. Alguns deles sao capazes de realizar
a diferenciacao especifica, no entanto possuem (en tanto
presentan) sensibilidade e especificidade variadas, muitas
vezes havendo necessidade da realizacdo de testes mais
sensiveis como a reacdo (como la reaccion) de amplifi-
cacado de acidos nucleicos ou identificacdo por meio (o
identificacion por medio) de beads recobertas por antige-
nos espécie-especificos.

Amplificacdo de dcidos nucleicos

A PCR é uma técnica que reproduz a habilidade natural
de replicacdo do DNA, possui boa (tiene buena) reprodu-
tibilidade, alta sensibilidade e especificidade, sendo capaz
e detectar um Unico trofozoito por mg de fezes.>? Vem
sendo bastante utilizada em substituicdo a microscopia
optica, cultura e até mesmo aos testes (cultivo y hasta
las pruebas) de ELISA.> Outra vantagem ¢ a possibilidade
de diferenciar as espécies pertencentes ao (las especies
que pertenecen al) complexo> e de utilizar outros ma-
teriais bioldgicos, além de espécimes fecais.*>>® Por es-
tes motivos, a PCR é a metodologia recomendada pela
OMS para o diagnéstico da amebiase. A despeito das
inimeras vantagens (Ademds de las numerosas ventajas)
apresentadas, a PCR também possui limitaces. Tecnica-
mente é mais complexa e sua execucao mais demorada
que o ELISA, possui custo (tiene costo) elevado durante
seu processo de implantacao, dificultando sua utilizacao
no diagnoéstico de rotina, principalmente em paises em
desenvolvimento.?¢ Além do mais, deve-se levar em
consideracdo que é uma (se debe considerar que es una)
técnica susceptivel a contaminacdo e, consequentemen-
te, a resultados falso-positivos. Somado a isso, resultados
falso-negativos sdo passiveis de ocorrer em (pueden pro-
ducirse, en) virtude da presenca de inibidores inespecifi-
cos presentes nas amostras fecais.>* A anélise dos dados
deve ser realizada por individuos treinados (entrenados),
com experiéncia nesta metodologia e é bastante labo-
riosa, pois ha (es bastante complicada, pues conlleva la)
necessidade de preparacao de géis de agarose corados
pelo (tenidos por el) brometo de etidio, uma substancia
cancerigena (Figura 4).

A realizacdo da PCR deve ser precedida por metodolo-
gias de concentracao de cistos, dada a liberagao intermi-
tente de cistos nas amostras fecais. Diversas técnicas de
concentragao ja foram descritas na (ya fueron descritas
en la) literatura. A concentracao de cistos utilizando for-
mol/éter ou formol/acetato de etila é a metodologia de
escolha (es la metodologia de eleccion) para esta finali-
dade.>®®" Os métodos de extracdo de DNA das amostras
fecais e a utilizacdo de iniciadores especificos constituem
o ponto chave (un punto clave) para um diagnostico se-
guro. Existem varios métodos de extracdo de DNA; os que
utilizam colunas cromatogréficas sao os que fornecem
maior (son los que manifiestan mayor) quantidade de ma-
terial genético livrando-os de inibidores inespecificos da
DNA polimerase.®? Outros métodos de extracdo também
podem ser empregados com sucesso (empleados con éxi-
to), como o método do fenol/cloroférmio.®* A principal
vantagem destas metodologias é a (de estas metodo-
logias es la) possibilidade de se trabalhar com amostras
fixadas (con muestras fijadas) em formol.®#¢> A fixacdo
em formol em concentracoes que variam de 1% a 10%
é muito importante para a preservacdo e nao diminui a (y
no disminuye la) capacidade de amplificagdo da PCR em
um periodo de até (hasta) 7 dias.®®

Diversas variantes da PCR foram utilizadas, apresentan-
do bons resultados, como a PCR multiplex,**®" a PCR em

Figura 4. Gel de agarose corado com brometo de etidio mostrando andlise
de amostras positivas para o complexo E. histolytica/dispar pela PCR multi-
plex. M - marcador de peso molecular de 100 pb; Linha 1 - controle negativo;
Linha 2 - controle positivo para E. histolytica (427 pb); Linha 3 - controle
positivo para E. dispar (195 pb); Linhas 4 e 5 - amostas positivas para E. his-
tolytica; Linhas 6 e 7 - amostras positivas para E. dispar; Linha 8 - amostra
negativa para o complexo E. histolytica/dispar.®*

tempo real®” e a amplificacdo aleatério de DNA polimorfi-
co (RAPD).%8 A PCR em tempo real, por exemplo, combina
o principio da PCR convencional com um mecanismo de
deteccao e quantificacdo por meio de fluorescéncia. Esta
metodologia possui vantagem sobre a PCR convencional
por permitir que a amplificacdo, deteccao e quantificacao
do material genético ocorram em uma Unica etapa, agi-
lizando a obtencao dos (la obtencion de los) resultados,
diminuindo o risco (disminuyendo el riesgo) de contami-
nacao e, consequentemente, proporcionando maior con-
fiabilidade nos resultados. Além disso, a PCR em tempo
real gera (genera) resultados numéricos, os quais sdo mais
faceis (los cuales son mas féciles) de interpretar do que a
visualizacdo dos fragmentos amplificados em géis cora-
dos, como ocorre na (en geles tefidos, como sucede en
la) PCR convencional. Com base nestas (De acuerdo con
estas) caracteristicas, esta metodologia apresenta maior
sensibilidade para detectar a E. histolytica e diferencia-las
de espécies nao patogénicas quando comparada a PCR
convencional.®®

Deteccdo de antigenos por meio de
microesferas (beads) magnéticas

A tecnologia para deteccdo de antigenos em amostras
(en muestras) bioldgicas por meio de microesferas mag-
néticas constitui um sistema analitico, do tipo multiplex,
baseado em trés (basado en tres) elementos principais: o
suporte sélido, os marcadores fluorescentes e um fluxo (y
un flujo) fluorimétrico.

Este método tem sido empregado para a (ha sido
empleado para la) deteccdo e diferenciacdo de diver-
sas espécies de virus, fungos, protozodrios e estruturas
antigénicas.”®”® O sistema Luminex para deteccao de E.
histolytica foi recentemente estabelecido com sensibilida-
de e especificidade entre 83% e 100% em comparacao
com a PCR em tempo real.® Recentemente Navidad e
cols.” validaram um teste laboratorial multiplex baseado
na metodologia do Luminex para deteccdo de patdge-
nos gastrintestinais causadores de diarreia aguda. Apos
validacao do (Con posterioridad a la validacion del) teste
0s autores observaram encurtamento no (acortamiento
en el) tempo de identificacdo de multiplos patégenos em
uma Unica reacdo com um tempo de resposta (con un
tiempo) menor que 6 h desde o momento do recebimen-
to dos espécimes fecais. O acido nucleico de E. histolyti-
ca foi detectado em 29 amostras que anteriormente ndo
havia sido diagnosticado por meio da microscopia 6ptica.
A PCR em tempo real foi capaz de amplificar somente



(solamente) 5 destas 29 amostras. Apesar do excelente
desempenho do Luminex frente as demais metodologias
usadas para o diagnéstico da amebiase os autores afir-
maram que outros estudos precisam ser realizados para
justificar tamanha discrepancia.

Por outro lado, ndo foram observadas diferencas signi-
ficativas para os demais patdgenos analisados, como os
virus (adenovirus, rotavirus e norovirus), Cryptosporium
spp. e algumas bactérias entéricas, os quais apresentaram
altos valores de sensibilidade (90%-100%) e especificida-
de (99%-100%). De modo semelhante, Santos e cols.”
descreveram o desenvolvimento de uma técnica multiplex
de hibridizacdo direta usando a tecnologia Luminex, para
uma deteccdo rapida e simultanea da E. histolytica e de
amebas nao patogénicas. Neste estudo, os (En ese estu-
dio, los) produtos da PCR foram produzidos com sondas
biotiniladas e misturadas as (y mezcladas a las) microes-
feras previamente acopladas a sondas capazes de distin-
guir as espécies de Entamoeba. Em seguida, os produtos
da PCR foram incubados com estreptovidina-ficoeritrina,
os quais ligaram a (que ligaron la) biotina nos produtos
amplificados da PCR. De acordo com estes autores, a me-
todologia Luminex é uma ferramenta capaz de detectar e
distinguir espécies de Entamoeba, ainda que em misturas
(aun en mezclas) complexas. Portanto, esta metodologia
pode ser usada para melhorar o diagnéstico da amebiase
bem como ser (asi como es) uma importante ferramenta
em estudos que objetivam investigar a circulacao das di-
versas espécies de Entamoeba no mundo.

A tecnologia Luminex apresenta diversas vantagens
guando comparada as demais. Utiliza volumes reduzidos
de amostra e analisa de diversos parametros em uma Uni-
ca amostra, gracas a marcacao interna das (gracias a la
marcacion interna de las) esferas. O tempo de andlise é
curto e pode-se fazé-la em muitas amostras ao (es corto y
puede ser realizada al) mesmo tempo. Por ser um sistema
aberto esta tecnologia permite ao analista clinico realizar
o diagnéstico do que desejar (de lo que se quiera). Apesar
da utilizacdo desta tecnologia ser sedutora a priori, ela
apresenta limitacdes de ordem técnica e econémica que
inviabilizam seu emprego (inhabilitan su uso) como tes-
te diagndstico em paises em desenvolvimento. De fato,
o custo do (De hecho, el costo del) equipamento e dos
insumos nao é negligenciavel (no es despreciable). Outra
desvantagem é a impossibilidade de detectar anticorpos
de diferentes isotipos em uma mesma mistura reacional.
Apesar do ganho de tempo ao (A pesar de la ganancia
de tiempo al) realizar diversas analises simultaneamente
em uma Unica amostra, a etapa de contagem das esferas
¢ mais longa que a leitura da (conteo de las esferas es
mas largo que la lectura de la) densidade &tica no ELISA
convencional. Enquanto um leitor (Mientras un lector) de
microplacas efetua a medida fotométrica de 96 pogos em
trés segundos, o fluorimetro de fluxo necessita de 10 a 90
segundos para adquirir um numero suficiente de medidas
de fluorescéncia em uma mistura reacional.

Perspectivas e conclusado
Apesar do avanco no (Aun con el avance en el) diagnés-
tico laboratorial da amebiase, os laboratérios clinicos con-
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tinuam utilizando rotineiramente a (en forma rutinaria la)
microscopia éptica e, muitos deles, nao evidenciam em
seuslaudosa (en susinformes la)informacao de que o indi-
viduo esta infectado por uma das trés (por una de las tres)
espécies do complexo E. histolytica/dispar/moshkovskii,
e sim somente pela E. histolytica. Aliado a este fato (Su-
mado a este hecho), médicos desatualizados desconhe-
cem (desactualizados desconocen) esta informacao e
tratam os pacientes sem a confirmacao da espécie. Dai
a (De ahi la) importancia do desenvolvimento de uma
metodologia barata, de facil aplicacdo e que seja (y que
sea) capaz de efetuar um diagndstico espécie-especifico.
Por isso que a (Por este motivo, la) combinacao de meto-
dologias como a pesquisa de anticorpos circulantes, em
caso de doenca (en caso de enfermedad) invasiva, e a
pesquisa de antigenos por meio da PCR deve ser preco-
nizada com o objetivo de aumentar a assertividade diag-
noéstica. Dados epidemiolégicos e avaliacoes (y evaluacio-
nes) auxiliares como a colonoscopia, a bidpsia de lesdes
intestinais e, no (y, en el) caso de abscesso hepatico, a
avaliacao do fluido pela PCR ndo devem ser negligencia-
dos e podem (no deben ser ignorados y pueden ayudar
con la) auxiliar na conclusao diagnostica. O desenvol-
vimento de ferramentas moleculares do tipo multiplex,
incluindo a PCR em tempo real e a tecnologia Luminex,
encontra-se em evidéncia e vem apresentando (y pre-
sentan) resultados promissores por serem (promisorios)
capazes de reduzir o tempo para a (por ser capaces de
reducir el tiempo para la) conclusao diagndstica, terem
capacidade de deteccao de varios patégenos utilizando
pequenos volumes de amostra e efetuarem o (y realizar
el) diagnostico diferencial das espécies pertencentes ao
complexo além (al complejo, ademas) de outros patd-
genos intestinais como protozodrios, virus e bactérias.
Entretanto, a despeito de todos estes (a pesar de todos
estos) beneficios, o impacto econémico destas tecnolo-
gias representa uma limitacdo ao seu uso nos (de su uso
en los) paises onde a amebiase representa um problema
de Saude Publica.

A busca de novos marcadores deve ser estimulada.
Uma alternativa seria o isolamento (seria el aislamiento)
de proteinas especificas para cada uma das trés (una de
las tres) espécies do complexo, a producdo de anticor-
pos monoclonais e a padronizacdo do teste por meio de
(de la prueba por medio de la) imunocromatografia por
fluxo lateral, a qual poderia (la cual podria) ser utilizada
em campo por um custo acessivel até por (por un valor
accesible hasta para) paises economicamente menos fa-
vorecidos. Mais ideal ainda seria se essas proteinas fos-
sem expressas ou secretadas (Seria ideal si esas proteinas
fueran expresadas o segregadas) por cistos e trofozoitos,
favorecendo o diagnéstico de individuos sintomaticos e
dos portadores saos (y de los portadores sanos). Assim,
torna-se (Asi, resulta) evidente que o diagnostico da ame-
biase constitui um desafio para a comunidade cientifica,
posto que ha (puesto que existe la) necessidade do de-
senvolvimento de metodologias que fornecam (brinden)
informacbes seguras sobre a saude da populacdo a um
preco acessivel a todos (la salud de la poblacion con cos-
tos accesibles para todos).
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