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RESUMO

A amebiase € uma infeccdo severa que tem como agente etioldégico o
protozoario Entamoeba histolytica (Schaudinn, 1903). Esta espécie ¢é
morfologicamente indistinguivel da Entamoeba dispar (Brumpt, 1925), considerada
apatogénica, incapaz de provocar a forma invasiva da doenca. A diferenciagéo entre
as duas espécies através de técnicas de diagnostico imunolégico e de biologia
molecular, € fundamental para determinacdo da situacdo epidemiolégica da
amebiase, estabelecimento da conduta terapéutica adequada, e consequentemente
prevencdo da doenca invasiva. O objetivo do presente estudo foi discriminar a
infeccdo causada pela E. histolytica e E. dispar na populagéo de escolares da cidade
de Maceio, Alagoas. Para tal, realizou-se um estudo de corte transversal, com 1.003
estudantes da rede publica estadual de ensino da cidade. Foi realizado exame de
fezes, pelo método de sedimentacdo espontanea, para avaliacdo da frequéncia das
parasitoses intestinais, e para a triagem dos escolares infectados pelo complexo E.
histolytica/E. dispar. Os exames positivos para cistos de Entamoeba foram
posteriormente submetidos a pesquisa de antigeno pelo ensaio imunoenzimatico
(ELISA) e reacdo em cadeia da polimerase (PCR), para o diagnéstico especifico da
infeccdo. A frequéncia de enteroparasitos entre os examinados foi elevada, sendo
identificados 54,8% (550/1.003) escolares infectados por pelo menos uma espécie
de helminto ou protozoario. A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) foi
padronizada utilizando para extracdo do DNA das fezes o Kit Stool PSP (Invitek®).
Os iniciadores selecionados através da analise in silico pelo bom desempenho virtual
para amplificacdo da E. histolytica e da E. dispar, foram pllplus/pl2plus e
pl3plus/pldplus, respectivamente. A prevaléncia da amebiase nos escolares
diagnosticada pelo ELISA foi de 3,0% (30/1.003) e na PCR 2,8% (28/1.003), néo
existindo diferenca significativa entre as percentagens de infectados (p>0,05). A
prevaléncia geral da E. dispar nos escolares foi de 5,0% (50/1.003). Ambas as
técnicas (ELISA e PCR) se mostraram adequadas para diagnéstico diferencial da E.
histolytica e E. dispar. No entanto, o ELISA apresenta a vantagem ser de rapida e
simples execucéo. Os resultados apresentados indicam a necessidade da utilizacao
de técnicas de diagnostico especifico para deteccdo de casos amebiase na

populacao.

Palavra-chave: Amebiase, E. histolytica, E. dispar



ABSTRACT

Amebiasis is a severe infection caused by the protozoan parasite
Entamoeba histolytica (Schaudinn, 1903). This species is morphologically
indistinguishable from Entamoeba dispar (Brumpt, 1925), considered to be non-
pathogenic and unable to cause invasive illness. The differentiation between these
two species by immunological and molecular biology technigues is important to
determine the epidemiological situation, therapeutic intervention, and profilaxis of
invasive amebiasis. The aim of this study was to discriminate infection caused by E.
histolytica and E.dispar in schoolchildren population in the city of Maceio, Alagoas.
A cross-sectional study was carried out among 1,003 students in state public
schools. Stool examination by sedimentation technique was conducted in order to
evaluate frequency of enteroparasites, and for screening of students infected with E.
histolytica/E. dispar complex. Positive exams for Entamoeba cysts were further
submitted to antigen detection assay by enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA), and polymerase chain reaction (PCR), for specific diagnosis of the
infection. Frequency of intestinal parasites among the examined population was
high, being detected 54.8% (550/1,003) students harbouring at least one species of
helminth or protozoan parasites. Most of the students families (57.5%), belonged to
class D economic level according to the Brazilian Economic Classification Criteria.
Of the total assessed 83.1% had an income < 1 minimum wage and lived in
households with 2-5 residents. Polymerase chain reaction (PCR) was standardized
extracting DNA from the stool using Stool Kit PSP (Invitek ®). The primers selected
by in silico analysis based on virtual performance for amplification of E. histolytica
and E. dispar were pllplus/pl2plus and pl3plus/pl4plus, respectively. The
prevalence of amebiasis among schoolchildren diagnosed by ELISA was 3.0%
(30/1,003) and by PCR 2.8% (28/1,003), but the difference was not statistically
significant (p> 0.05). The overall prevalence of E. dispar in schoolchildren was 5.0%
(50/1,003). Both techniques (ELISA and PCR) were appropriate for differential
diagnosis of E. histolytica and E. dispar. However, ELISA has advantages such as
its rapid and easy execution. The results indicates the importance of specific
diagnostic techniques for amoebiasis detection in the population.

Key-words: Amoebiasis, E. histolytica, E. dispar



Figura 1
Figura 2
Figura 3

Figura 4

Figura5

Figura 6

Figura 7

Figura 8

Figura 9

Figura 10

Figura 11

Figura 12

LISTA DE FIGURAS

Formas evolutivas da Entamoeba histolytica.............cccooevvevviiiiiieennnn.
Ciclo de vida da Entamoeba histolytica ..............ccccccvvmiiiiiiiiiiiiiicn.
Lesdes causadas pela Entamoeba histolytica..............cooovvvveivivinnnnnnns

Distribuicdo dos escolares por Coordenadoria de Ensino (CES),
estratificados por média de alunos por escola (645 escolares), e
definicdo do numero de escolares a serem avaliados em cada

Fluxograma das atividades desenvolvidas no campo.............c.cc.c.......

Diagrama do método de Lutz e armazenamento das amostras de

Diagrama da analise virtual dos iniciadores descritos na literatura
para a detecgao da E. histolytica e E. dispar...........cccuvvviiiiiiiiiiininnnnnn.

Formulas utilizadas para mensuracao da qualidade das técnicas no
diagndstico da amebiase............ouviiiiiiiiiii i

Mapa da Cidade de Maceio: Distribuicdo dos escolares da rede
pUblica de ensino, avaliados por bairro...........cccceeeeeeiiieeeeeeeeceeieeeeeen,

Frequéncia de monoparasitismo e poliparasitismo de acordo com a
faixa etaria, em escolares da rede da rede publica da cidade de
AV = Lo =1 o o SRR RPN

Gel de Agarose 3%. Poco M: Marcador de peso molecular de 20pb
(Invitrogen®); Pocos 1 e 2: amplicom da E. histolytica (100pb) com
10pm e 20pm, respectivamente; Pogos 3 e 4: amplicom da E. dispar
(101pb) 10pm e 20pm, respectivamente; Pogo 05: Controle negativo
(unificado) para ambas as €SPECIES............uuvveeviiiiiiiiiiee e eeeeeee e

Gel de Agarose 3%. Poco M: Marcador de peso molecular ¢ X 174
RF (Promega®); Pocos 1 e 2: Controle positivo E. histolytica
(100pb) e E. dispar (101pb), respectivamente; Pocos 3 a 7 amostras
de fezes positivas para diferentes espécies de parasitos; Poco 3:
Ascaris lumbricoides, Trichures trichiura; Poco 4: Ancylostomatidae,
Strongyloides stercoralis; Pog¢o 5: Enterobius vermicularis,
Schistosoma mansoni Poc¢o 6: Hymenolepis nana, Giardia lamblia ;
Poco 7: Entamoeba coli e Endolimax; Poco 8: Controle negativo
(unificado) para ambas as ESPECIES........uuuuriiiiiiiiieeeeeiieieiie s

36
37

40

42

46

48

50

65

10



Figura 13

Figura 14

Figura 15

Figura 16

Figura 17

Gel de Agarose 3%. Poco M: Marcador de peso molecular de 20pb
(Invitrogen®); Pocos 1 e 3: Controle positivo da E. histolytica
(100pb) e E. dispar (101pb), respectivamente; Poco 2: amostra com
DNA da E. dispar amplificado com iniciadores para E. histolytica;
Poco 4: amostra com DNA da E. histolytica amplificado com
Iniciadores para E. diSPar...........ueeiiiiiiiiiiiiii e

Ensaio imunoenzimatico (ELISA) para deteccdo de antigeno de
Entamoeba histolytica em amostras fecais............ccceevvveevvvivnniininnnnnn.

Mapa da cidade de Maceio-AL: Caracterizacdo geografica dos
casos de amebiase nos escolares da rede publica de ensino...........

Determinagdo do valor preditivo positivo da microscopia 6tica em
relacdo a métodos especificos como: ELISA e PCR............ccccceeeennnn.

Avaliacdo da sensibilidade, sensibilidade, valor preditivo positivo e
negativo da PCR versus ELISA..........cooiiiiiii

66

70

70

72

11



Quadro 1

Quadro 2

Quadro 3

Tabela 1

Tabela 2

Tabela 3

Tabela 4

Tabela 5

Tabela 6

Tabela 7

Tabela 8

Tabela 9

LISTA DE TABELAS E QUADROS

Principais fatos historicos relacionados a amebiase............ccccoccvieeeeeen,

Aspectos gerais de diferenciacdo entre Entamoeba histolytica e E.
[0 1S3 o > 1

Andlise por bioinformatica dos iniciadores utilizados para amplificacao
de Entamoeba, descritos na literatura no periodo de 1991-2008, com
descricdo da técnica, regido alvo, seqUéncia dos iniciadores,
guantidade de citosina e guanina (CG), amplicon e dados do
GENBANK. oeiiiiiiiiii et

Distribuicdo dos escolares da rede publica da cidade de Macei6-AL
segundo a faixa etaria € 0 SEXO0........c.ccevveveeiiiririiiiiie i e e e e e e e,

Distribuicdo dos resultados dos exames parasitologico de fezes de
acordo com a faixa etaria nos escolares da rede publica....................

Frequéncia de parasitos nos escolares da rede publica de ensino da
cidade de MaCEIO-AL......ccccceeiiiiieieeeee e

Distribuicdo dos escolares da rede publica de ensino da cidade de
Maceid-AL por classSe ECONOMICA. .......uvuuciiiieeieeeeeeeeeeeee e

Renda familiar, Moradia e nimero de residentes no domicilio da
familia dos escolares da rede publica de ensino da cidade de
MACEIO-AL. ... oottt e e e e e e e e e e e

Condicdes de moradia dos escolares da rede publica de ensino da
cidade de MaCEIO-AL..........uuuuiiriiiiiieeeeie e e e e earaaaes

Prevaléncia da E. histolytica e E. dispar através da PCR nos
escolares da rede publica da cidade de MaceiOo-AL .......ccccceeveeeeeeeeennnn.

Prevaléncia da amebiase de acordo com faixa etaria nos escolares
da rede publica da cidade de MaceiO-AL ......cccccoeeeeeeiiiieiiieiiiieieee e

Comparacéo do resultado da Reacgédo em Cadeia da Polimerase com
Ensaio Imunoenzimatico em 64 amostras de fezes positivas na
microscopia em escolares da rede publica de ensino da cidade de
1= Tt =T E S SRS

57

48

50

51

52

52

53

67

68

12



BLASTN

BSA

DNTP

CES

ELISA

NCBI

OMS

OPAS

PCR

q.s.p.

rnmm

SEEE

SEQREF

SMS

TCLE

UFAL

VPN

VPP

LISTA DE ABREVIATURAS

Basic Local Alignment Search Tool Nucleotide
Soro Albumina Bovina

Desoxiribonucleotideo trifosfato
Coordenadoria de Ensino

Ensaio Imunoenzimético

National Center for Biotechnology Information
Organizacdo Mundial da Saude

Organizacdo Pan-Americana de Saude
Reacdo em Cadeia da Polimerase

guantidade suficiente para

rotacdes por minuto

Secretaria do Estado de Educacéo e do Esporte

Sequéncia de Referéncia

Secretaria Municipal de Saude

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
Universidade Federal de Alagoas

Valor Preditivo Negativo

Valor Preditivo Positivo

13



SUMARIO

1. INTRODUGAO. ...ttt eaeeaeae e, 16
2. REVISAO DA LITERATURA ......coi ottt sttt 19
2.1. ASPECTOS HISTORICOS......coeiiiiiiriaieieieneneenesesesieis e e 20
2.2. O PARASITO . ettt e a e 21
A R =V (o] g [0 o 1 - F PP POPPRPR 21
2.2.2. FOrMaAs EVOIULIVAS.......ccooiiiiiiiiieiie et 21
Y R (] {0 7. o 1 (o TR PPRT TP 21
A O 1 o TP PPURPRPPPPRP 21
P22 T O ol [0 3 =1Te] (oo | oo Ju PR PP 22
2.2.3.1. Ciclo NAO PAtOgENICO .....cevvvviiiiiiiiiiiiiie e e ettt ettt e e e e e e e e e e e e eaaneans 22
2.2.3.2. CiClIO PAOGENICO. ... ..ttt e e e e e e e e 23
W S o 1 (0] (oo - S 24
2.3. DIFERENCIACAO ENTRE AS ESPECIES E. histolytica E E. dispar......... 25
N 0 171N @ 13 (@ L 25
22 I 1 1o oo F PRSP 25
2.4.2. LADOTAIONAL. ....cceeiiiiiiieie e 26
2.4.2.1. Pesquisa do Complexo E. histolytica/dispar - Microscopia otica .............. 26
2.4.2.2. Pesquisa de Antigeno — Ensaio Imunoenzimatico (ELISA) ........ccccccee...... 26
2.4.2.3. Pesquisa de DNA — Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)................. 27
2.4.2.4. Cultura de material feCal ... 28
2.5. EPIDEMIOLOGIA DA AMEBIASE ......ocoiiieeeee ettt 29
2.5.1. Situagéo epidemiologica mundial.............ccoociiiiiiiiiiiir e 29
2.5.2. Distribuicdo geografica N0 BrasSil..........ccoeeeeeeiiiiiiiiiee e 30
2.6. PREVENCAO E CONTROLE.......ccooiiieeeieeeeeeeeeeeeeee e, 30
3. OBUIETIVOS . .. e 31



3.1. OBJIETIVO GERAL. ... 32

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS....c.ctiiiiiiiisieieieieiesisesesis et 32
4. MATERIAL E METODOS .....ooovieeeeeceecteeeee ettt e et stestenn e ane s 33
4.1. DESCRICAO DA AREA ..ot 34
4.2. DESENHO DO ESTUDO ..ottt e e 34
4.2.1. Definigéo e calculo do tamanho da amostra...........cccuveeeieeiiiiieiiiiieeee e 34
4.3. CRITERIO DE INCLUSAO......cccutiiiiiiiiiiiieisinisine st 35
4.4, SISTEMATIZAQAO NO CAMPO. ... 37
V2 o WY o [ To= o= To T (o o [V T=2S] 1 o = o J PRSPPI 38
4.4.2. Dados socioecondmicos - Criterio Brasil ..........cccccooiviiiiiiiiiiiiiiiii, 38
4.5. ASPECTOS ETICOS.....ccuioieeeeeeteeteeeeee e ete e ettt te e eanas e s ennatesreste st eaene s 38
4.5.1. Tratamento antiparasitlrio ............couiiuueereree i eee e ee e 38
4.6. DIAGNOSTICO PARASITOLOGICO......cooeieeeieeeeeeeee e, 39
4.6.1. Exame Parasitol0gico de FEZEeS .......c..uviiiiiiiiiiiiiie e 39
4.6.1.1. Armazenamento das FEZES.........ccooiiiiiiiiiiiiiiiiie e 39
4.7. DIAGNOSTICO MOLECULAR DA AMEBIASE.......ccccooiiiiiieeeeeiecee s 40
4.7.1. Reacao em Cadeia da Polimerase —PCR............cccoviiiiiiiiiiiii e, 40
4.7.1.2. CONLIOIE POSITIVO.....iiiiiiiiitiiie ettt e e e e 40
4.7.1.3. Selegdo e andlise virtual in silico dos iniciadores da literatura para
deteccdo da E. hiStolytiCa.........cooiiiiiiiiiiie 41
4.7.1.4. EXIrac80 dO DNA. ... .ot 42
4.7.1.5. AMPHFICAGAO. . ..eeeieiiiiieee e ettt 44
4.7.1.6. Deteccgéo do produto amplificado............coeeeiiiiiiiiiiiiiiiii e 45
4.7.2. Ensaio Imunoenzimatico — ELISA........ccoi 45
4.7.2.1. Leitura e Interpretag@o dos resultados................ccccvviiiiiiiiiiiiciee e 45
4.8. DETERMINAGAO DA ACURACIA DAS TECNICAS.......cceeirinrirrinirieenee, 46
4.9. ANALISE ESTATISTICA. ....oi oot 46



5. RESULTADOS E DISCUSSAO.......ccociiiitiiiiiieeeiete et 47

5.1 CARACTERIZACAO DAS AMOSTRAS......coieeieieeeeeeeee e esen e, 48
5.2. PARASITOSES INTESTINAIS. ... e 49
5.2.1. Frequéncia das parasitoses iNteStiNais................uuuuuiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeiiiiiiinens 49
5.3. CARACTERIZACAO SOCIOECONOMICA........coeeeeeereeeeeeeeeeeeeee e, 51
5.3.1. Condic¢des de moradia das familias dos escolares...............cccceeveeeiecnnnnnnnee, 52
5.4. MICROSCOPIA OPTICA PARA DIAGNOSTICO DA AMEBIASE.................. 55
5.5. REAC}AO EM CADEIA DA POLIMERASE - PCR....ooiiiiieece e, 55
5.5.1. Selec¢do dos iniciadores: andlise in SiliCO ...........cccccciiiiiiiiiiiiiie e 55
5.5.2. Padronizag8io da PCR........uuiiiiiiiiieiie e e 64
5.5.3. Prevaléncia da Entamoeba histolytica e Entamoeba dispar pela PCR........ 66
5.6. ENSAIO IMUNOENZIMATICO - ELISA ..o, 68
5.6.1. Prevaléncia da Entamoeba histolytica pelo ELISA..........cccooiiiiiiiiin. 68
5.7. COMPARACAO DAS TECNICAS PARA O DIAGNOSTICO DA

AMEBIASE . ..o 71
5.7.1. Microscopia 6tica versus ELISA € PCR ... 72
S5.7.2. ELISA VEISUS PCR ...ttt e 72
B6.0. CONCLUSOES. .....ouiiiiiririiisini ettt sttt seseeeneeees 76
REFERENCIAS. ..ottt 79
APENDICE ......cutiiitiit ettt ettt s eb e e e s s et b e e et ene et ese e e nene s 94
ANEXO e e e e e e e eeeaa s 99

16



1. INTRODUCAO

17



A amebiase é uma infeccao severa cujo agente etioldégico € o protozodrio
Entamoeba histolytica (Schaudinn, 1903), sendo considerada importante causa de
morbi-mortalidade para saude publica no mundo (OMS/OPAS/UNESCO, 1997).

No grupo das parasitoses causadas por protozoarios a amebiase constitui
a segunda maior causa de mortalidade, superada apenas pela malaria. Estima-se
gue 500 milhdes de pessoas sao infectadas pela E. histolytica anualmente. Destas
40 milhdes desenvolvem a forma sintomatica da doenca, resultando em cerca de
100.000 Obitos por ano devido a complicacbes secundarias (WHO, 1997;
OMS/OPAS/UNESCO, 1997).

As maiores prevaléncias estdo em paises de regides tropicais das
Ameéricas do Sul e Central - em especial México e Colémbia — da Africa, da Oceania
e da Asia, onde a india e Bangladesh ocupam lugar de destaque. Estes locais tém
em comum baixo nivel socioecondmico e condi¢cfes sanitarias inadequadas, que
aliadas ao clima tropical favorecem a sobrevivéncia, proliferacdo e transmissao do
parasito (CONDE-BONFIL & MORA-ZERPA, 1992; BRAGA et al, 2001;
STAUFFER et al., 2006, XIMENES et al., 2009).

A observacao de dados epidemioldgicos com relacdo a forma sintomatica
e assintomatica da parasitose fez Brumpt, em 1925, sugerir a existéncia de outra
espécie de Entamoeba - E. dispar (Brumpt, 1925) - morfologicamente indistinguivel
da E. histolytica. Desta forma, a E. dispar se comportaria como um comensal do
intestino humano, sendo responsavel pelos casos assintomaticos, e a E. histolytica
representaria a espécie causadora da forma patogénica da infeccdo (DIAMOND &
CLARK, 1993).

A distincdo das duas espécies foi demonstrada por estudos imunolégicos,
genéticos e bioquimicos, confirmando a hipotese de Brumpt, sendo referendada
pela OMS em 1997. Até entdo os dados epidemiolégicos relativos a amebiase eram
obtidos através do diagnostico microscopico pela observacéo das formas de cistos
e trofozoitos do parasito, que ndo permite a diferenciacdo da E. histolytica de outros
amebideos comensais do intestino humano (DIAMOND & CLARK 1993;
TANYUKSEL & PETRI, 2003; OMS/OPAS/UNESCO, 1997).

Atualmente, a presenca da E. histolytica deve ser confirmada por técnicas de
diagnoéstico especificas como imunodiagnéstico pelo ensaio imunoenzimatico

(ELISA) para deteccdo de antigenos, ou técnicas de biologia molecular como a
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reacdo em cadeia da polimerase (PCR) para deteccdo do DNA, uma vez que o
tratamento € preconizado somente nos casos confirmados de amebiase (WHO,
1997).

No Brasil, a situacdo epidemiolégica da amebiase permanece indefinida
em varias regides, mas os poucos dados existentes demonstram grande variagdo
na prevaléncia da infecgdo a depender da localidade. Em Recife-PE nenhum caso
foi encontrado, contrastando dados encontrados na regido metropolitana Belém-PA,
cuja prevaléncia chega a 29,35%, caracterizando a amebiase como problema de
saude publica (PINHEIRO, 2004; SILVA, 2005). Em Macei6-AL, estudos indicam
uma prevaléncia da parasitose igual a 1% na populagédo de escolares (DUARTE,
2006).

A discriminagdo da infeccdo causada pela E. histolytica e E. dispar em
escolares da rede publica da cidade de Macei6-AL se justifica pela necessidade de
informar aos profissionais da saude real situacdo da endemia na cidade, a fim de
gue tenham seguranca na indicacdo do tratamento, particularmente em criancas na
faixa etaria escolar que constituem grupo de risco para amebiase (HAQUE et al.,
2003).
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2.1. Aspectos histoéricos

No quadro 1 estdo relacionados os principais marcos historicos e cientificos

referentes a amebiase.

Quadro 1 — Principais fatos historicos e cientificos relacionados a amebiase.

Periodo Fatos historico e cientificos Referéncia
Hipécrates na Grécia antiga pode ter sido o primeiro a relatar a
460-377 a.C. | amebiase na histéria quando descreveu um caso de febre e TANYUKSEL &
disenteria causado por uma “doenga mortal”. PETRI, 2003.
Fedor Losch em S&o Petersburgo na RuUssia observou, em um
1875 camponés, protozoarios que classificou como Amoeba coli, e CLARK, 1998.
caracterizou a morfologia dos trofozoitos.
Councilman & Lafleur detalharam a clinica da doencga e classificaram LUCAS &
1891 o parasito de Amoeba dysenteriae. UPCROFT, 2001.
Schaudinn afirmou a existéncia de duas espécies, sendo a
1903 patogénica a E. histolytica, devido a sua capacidade de lisar o HUSTON &
tecido, e a ndo patogénica Entamoeba coli. PETRI, 1999.
Brumpt prop8e, com base em aspectos clinicos-epidemioldgicos, a
1925 existéncia de uma espécie patogénica - E. histolytica e outra CLARK, 1998.
comensal do intestino humano nédo patogénica - E. dispar.
Diamond conseguiu, pela primeira vez, isolar o parasito em DIAMOND,
1961 cultura axénica. 1961
Sargeaunt e colaboradores (1978) confirmaram a hip6tese de
1978 Brumpt baseados no perfil eletroforético de isoenzimas (zimodemas) GONZALEZ-
da E. histolytica e E. dispar. RUIZetal., 1994.
Tannich e colaboradores (1989) mostraram diferencas no genoma | TANNICH et al.,
1989 das espécies patogénica e ndo patogénica. 1989.
Petri e colaboradores (1990) obtiveram anticorpos monoclonais para
1990 diferentes epitopos da lectina (subunidade de 170 KDa) da PElelggt al.,
membrana da E. histolytica.
Diamond e Clark reafirmaram a hip6tese de Brumpt baseados em DIAMOND &
1993 evidéncias bioquimicas, imunoldgicas e genémicas. CLARK, 1993.
A Organizagdo Mundial de Saude reconhece a existéncia de duas
1997 espécies morfologicamente idénticas a microscopia Optica: E. OMS/OPAS/
histolytica e E. dispar. UNESCO, 1997.
Loftus e colaboradores (2005) sequenciaram parte do genoma da E.
2005 histolytica possibilitando estudos sobre os fatores de viruléncia, LOF12't)J§5et al.,

metabolismo, adaptacdes ao meio e evolucdo do parasito.
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2.2. O PARASITO
2.2.1 Taxonomia

A E. histolytica, agente etiologico da amebiase, pertence ao Filo
Sarcomastigophora, Subfilo Sarcodina, Superclasse Rhizopoda, Classe Lobosea,
Ordem Amoebida, Subordem Tubulina, Familia Endomoebidae, Género
Entamoeba, Espécie E. histolytica (Schaudinn,1903) (LEVINE et al., 1980).

2.2.2. Formas evolutivas
2.2.2.1. Trofozoitos

Os trofozoitos sé@o formas vegetativas, pleomorficas, com tamanho variando
entre 10um e 40um de didmetro podendo alcancar até 60um na forma invasiva. O
citoplasma apresenta duas regides: uma hialina (ectoplasma) e outra granulosa
(endoplasma). O endoplasma apresenta citoesqueleto e sistema de lisossomo
primario e secundario, além de vacuolos digestivos que na forma patogénica podem
conter heméacias (LOHIA, 2003).

O habitat dos trofozoitas é o intestino grosso (forma né&o invasiva) ou o
tecido do hospedeiro (forma invasiva). A respiracdo é anaerdbica ou aerdbica
facultativa em meio a baixa tensdo de oxigénio. Os movimentos, pela emissao e

pseudopodes, séo rapidos e unidirecionais (Figura 1A e B) (STANLEY, 2003).

2.2.2.2. Cistos

Os cistos sdo formas redondas ou ligeiramente ovais com diametro entre
10um a 20um. Apresentam de 1 a 4 ndcleos, a depender do grau de maturidade,
com cromatina periférica, corpos cromatdides em forma de bastdes, e cariossoma
central. Apresentam uma membrana de quitina que confere resisténcia ao suco
gastrico estomacal e a fatores ambientais externos como: acidificacdo, cloragéo e
dissecacéao (Figura 1C) (BERNAL-REDONDO, 2001).
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Figura 1 — Formas evolutivas da Entamoeba histolytica. A-Trofozoito de E.
histolytica com hemécias em seu interior (OMS, 1994); B-Cisto em amostra de
fezes, com dois nucleos e cariossoma central (STANLEY, 2003); C- Trofozoitos
aderidos ao epitélio intestinal de suino pela lectina na regido interglandular
(MARTINEZ-PALOMO & ESPINOSA-CANTELLANO, 1998).

2.2.3. Ciclo biolégico
2.2.3.1. Ciclo ndo patogénico

O ciclo biologico da E. histolytica € monoxénico (Figura 2). A infec¢éo ocorre
pela ingestdo de cistos maduros junto com agua ou alimentos contaminados com
fezes ou por contato sexual oral-anal. O cisto tetranucleado atravessa integro o
estbmago. No final do intestino delgado ocorre o desencistamento, e ap6s seguidas
fissbes binarias ha formacdo de oito trofozoitos com apenas um nucleo
(metacistos). Os trofozoitos metacisticos migram para a porcéo final do intestino
delgado (colén), onde fagocitam enterobactérias e englobam particulas nutritivas do
meio como um comensal (HUSTON & PETRI, 1999; TANYUKSEL & PETRI, 2003).

Devido a fatores ainda ndo completamente elucidados, os trofozoitos se
desprendem da parede do intestino, sofrem desidratacdo e se transformam em pré-
cistos, que amadurecem com a formagdo da membrana cistica resultando nos
cistos. Ao chegarem ao meio ambiente com as fezes formadas, resistem as
condicdes do meio externo e podem infectar outros individuos (Figura 2).

Dados epidemiologicos demonstram que aproximadamente 90% das
infeccdes por E. histolytica sdo assintomaticas, existindo apenas a formacao de

cistos e consequentemente a proliferagao do parasito (WALSH, 1986).
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2.2.3.2. Ciclo patogénico

Ocasionalmente, a depender de circunstancias ainda n&o totalmente
esclarecidas entre o parasito e o hospedeiro, os trofozoitos se aderem a mucinas
na superficie epitelial do intestino grosso, destroem as microvilosidades, e
penetram no epitélio através das glandulas de Lieberkuhn. No interior de ulceragfes
(forma invasiva) na submucosa os trofozoitos multiplicam-se por biparti¢do,
englobam hemacias (eritrofagocitose) e/ou fragmentos celulares, e ndo produzem a
forma cistica (FONTE, 2000).

A aderéncia do parasito efetua-se pela acdo de uma lectina (proteina de
membrana) que apresenta afinidade especifica por residuos de galactose e N-
acetilgalactosamina da superficie epitelial (ESPINOSA-CANTELLANO &
MARTINEZ-PALOMO, 2000).

Em alguns casos, os trofozoitos podem migrar pela circulacdo porta para
regides como: figado, pulméo, cérebro, rim e pele formando abscessos resultando
na amebiase extra-intestinal (NUNEZ et al., 2001; SALLES et al., 2002).

Cisto

Excrec3o nas fezes Ingest3o de agua ou
alimento contaminado

Desencistamento no

Encistamento no intestino delgado

intestino grosso

Trofozoita
Colonizacdo . F?r:ggtfnx;:[a
assintomatica . FOrma
intestinal

Figura 2 - Ciclo evolutivo da Entamoeba histolytica com modificagbes do esquema
original de HUSTON et al., 1999.
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2.2.4. Patologia

As manifestacdes clinicas, quando presentes, sdo bastante diversificadas e
podem ser semelhantes a outras infec¢des intestinais. Dentre os individuos
sintomaticos, a colite no-disentérica € a manifestagdo mais frequente (90%). E
caracterizada por evacuacgdes diarréicas ou nao, contendo muco ou sangue,
raramente com manifestacdo febril, podendo ocorrer alternancia entre periodos
silenciosos e sintomaticos (LUCAS & UPCROFT, 2001).

A forma disentérica é caracterizada por célicas intestinais, diarréia muco-
sanguinolenta, acompanhada de tenesmo e frio intenso. Pode evoluir para um
quadro mais severo de disenteria amebiana aguda consolidada, com diarréia
muco-sanguinolenta, prostracdo, desidratacdo grave e perfuracdes do intestino
por ulceracbes e necrose (Figura 3A) (MARTINEZ-PALOMO & ESPINOSA-
CANTELLANO, 1998).

A amebiase extra intestinal € considerada rara, mas quando existente
atinge principalmente o figado formando abscessos hepaticos caracterizados por
dor, febre e hepatomegalia (Figura 3B). O abscesso hepéatico comeca pela
invasdo do epitélio intestinal e posterior migracdo do trofozoito via porta
(SALLES et al., 2003).

Os abscessos pulmonares e cerebrais sdo extremamente raros, ocorrendo

na maioria das vezes com a ruptura dos abscessos hepaticos e posterior
proliferagdo no organismo (ANDRADE & ANDRADE, 1996).

Figura 3 — LesBes causadas pela Entamoeba histolytica. A - Mucosa intestinal
com lesdes nodulares arredondadas - areas com ligeira elevacdo da mucosa
com centros necroticos irregulares circundado por tecido edematoso
(MARTINEZ-PALOMO & ESPINOSA-CANTELLANO, 1998); B - Abscesso
hepéatico - secao mostrando material necrosado dentro do abscesso e
parénquima do figado adjacente normal (STANLEY, 2003).
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2.3. DIFERENCIACAO ENTRE AS ESPECIES E. histolytica E E. dispar

No quadro 2 estdo relacionadas caracteristicas que permitem a diferenciacao
entre as espécies E. histolytica e E. dispar.

Quadro 2 - Aspectos gerais de diferenciacao entre Entamoeba histolytica e E. dispar

Caracteristica E. histolytica | E. dispar Referéncia
Padrao_de isoenzimas Padréo distinto (e_speualmente da SARGEAUNT, 1978
da via glicolitica hexoquinase)
Resposta imune do Indugéq de
X resposta imune Ausente ABD-ALLA et al., 2000
hospedeiro humoral

Assintomatica ou

Qua(_jro cI|r~1|co da S|,n§omat|ca em Semprfe_ WHO, 1997
infeccdo varios graus de assintomatica
viruléncia

Cultivo axénico de

Manutencdo em e ~ CLARK & DIAMOND,
dificil obtencéo e

Isolamento e cultivo

cultivos axénicos ~ 2002
manutencgao
Fatores de Presenca dos Ausente WILLHOEFT et al.,
patogenicidade genes cp5 e ariel 1999a;1999b.
2,2% de diferenga nas sequéncias de CLARK & DIAMOND,
Genoma

genes do rDNA 1991

E. dispar em geral mais frequente que a

Epidemiologia E. histolytica.

HAL et al., 1997

2.4 DIAGNOSTICO

2.4.1 Clinico

O diagnéstico clinico etiologico é dificil, uma vez que a amebiase nao
apresenta um padrao patognomonico. O quadro clinico se assemelha a de outras

infeccdes intestinais causadas por virus, parasitos, ou por diferentes espécies de
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bactérias como, por exemplo, Salmonela, Campylobacter e Shigella dysenteriae
entre outras (TANYUKSEL & PETRI, 2003).

2.4.2 Laboratorial
2.4.2.1 Pesquisa do complexo E. histolytica/dispar - Microscopia otica.

A pesquisa de cistos/trofozoitos nas fezes pela técnica microscopica é ainda
bastante utilizada para o diagnostico da amebiase intestinal (GONZALEZ-RUIZ et
al., 1994a). No entanto, este procedimento tem sido reavaliado desde a descoberta
da existéncia de duas espécies de Entamoeba, que apesar de possuirem as
mesmas caracteristicas morfoldgicas, sao diferentes com relacdo a capacidade de
causar doenca (DIAMOND & CLARK, 1993).

Os métodos coproparasitologicos ndo permitem a identificacdo especifica
quando o diagndstico é realizado pelo encontro de cistos e/ou trofozoitas nas fezes.
Nestes casos 0 resultado deve ser expresso como infeccdo pelo complexo E.
histolytica/E. dispar. Isto pode ser equivocadamente interpretado como amebiase,
levando a superestimativa do nimero de casos, uma vez que a infecgédo pela E.
dispar é cerca 10 vezes mais frequente que a E. histolytica. Uma consequéncia
desta interpretacdo € a realizacao de tratamentos desnecessarios (PETRI & SIGH,
1999; HAQUE & PETRI, 2006).

A microscopia, no entanto, pode ser utilizada como método de rastreamento
de cistos em fezes. As amostras fecais positivas sdo posteriormente submetidas a
testes que permitem a identificacdo especifica como pesquisa de antigeno, ou
isolamento de sequéncias genbmicas do parasito. Desta forma, o custo é menor

caso fossem utilizados métodos discriminatérios em todas as amostras na rotina.

2.4.2.2. Pesquisa de Antigeno — Ensaio Imunoenzimatico (ELISA)

O imunodiagnostico pelo ensaio imunoenzimatico (ELISA) para deteccao
de antigenos do parasito nas fezes tem sido utilizado em inquéritos epidemiol6gicos
no mundo (URDANETA et al., 1994; HAQUE et al, 1998; HAQUE et al., 2000;
BLESSMANN et al., 2002; SILVA et al., 2005; DOURADO et al., 2006). O teste €
baseado na deteccdo de uma adesina responsavel pela mediacéo da ligacdo dos

trofozoitos as células da mucosa intestinal (lectina inibidora de N-acetil-D-
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galactosamina), presente exclusivamente na membrana da E. histolytica (HUSTON
et al., 1999).

Varios “kits” de ELISA estao disponiveis no comércio como o E. histolytica Il
(E. histolytica Test, TechLab Inc., Blacksburg, Estados Unidos). Este teste
apresenta boa sensibilidade (96,9% a 100%) e especificidade (94,7% a 100%)
detectando cerca de 0,2 a 0,4ng de adesina. A técnica consiste na utilizacdo de
anticorpos policlonais antiadesina imobilizados na microplaca, que se ligam a
adesina da E. histolytica/E. dispar, e um anticorpo monoclonal conjugado a
peroxidase especifico para adesina de E. histolytica (HAQUE et al., 2000;
FOTEDAR et al 2007a).

2.4.2.3. Pesquisa de DNA — Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

Técnicas de biologia molecular como a reacdo em cadeia da polimerase
(PCR), tém sido comumente empregadas para o diagndéstico de doencas genéticas
e infecciosas, analise de genes, e deteccdo e diferenciacdo de espécies
morfologicamente idénticas como no presente estudo.

A realizacdo da PCR requer os seguintes componentes essenciais: 0 DNA
molde, uma DNA polimerase termoestavel (Taq polimerase), um par de
oligonucleotideos iniciadores (primers), e 0s nucleotideos que compdem a molécula
de DNA (dNTP’s). A localizacdo da sequéncia alvo € feita a partir dos iniciadores, e
a sintese da regido-alvo de interesse do DNA feita com a participacdo da Taq
polimerase.

A amplificacdo ocorre durante repetidos ciclos de temperatura em
equipamentos denominados termocicladores para: desnaturagdo do DNA molde por
aguecimento (~94°C), pareamento dos oligonucleotideos as sequéncias-alvo (45°C
a 70°C), e finalmente extensdo dos iniciadores pela DNA polimerase termoestavel
(sintese do DNA) (~72°C). Ao fim do processo a concentracdo de DNA estara
amplificada até cerca de um bilhdo de vezes. O DNA resultante é visualizado e
identificado em géis de agarose ou poliacrilamida (SINGH, 1997; MOLINA & TOBO,
2004).

A amplificacdo de sequéncias especificas do DNA de Entamoeba pela PCR
tem provado ser sensivel (94%) e especifica (100%), e tem sido amplamente
utilizada para diagnéstico da infecgéo, inclusive em estudos epidemiologicos. O
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conhecimento da distribuicdo da E. histolytica e da E. dispar é essencial para a
tomada de decisbes com relacdo a medidas de controle e ao tratamento
(TANYUKSEL & PETRI, 2003; YERA et al., 2003; DOGANCI et al., 2004,
CALDERARO et al., 2005). Pesquisas tém demonstrado a aplicagdo bem sucedida
de PCR para estes fins (ACUNA-SOTO et al.,1993; RIVERA et al., 1996; BRITTEN
et al., 1997; NUNEZ et al., 2001; BLESSMANN et al., 2002; SANCHEZ-GUILLEN et
al.,, 2002; GONIN & TRUDEL, 2003; VERWEIJ et al., 2004; LEIVA et al., 2006).
N&o ha, no entanto, um método padronizado da PCR para o diagndstico especifico
da infeccdo por Entamoeba. Diferentes autores utilizam métodos distintos para
extragdo do DNA, sequéncias de iniciadores diversas para amplificacdo dos
fragmentos génicos do DNA-alvo, e estratégias variadas de amplificacdo como
RAPD-PCR (Random Amplification of Polymorphic DNA) (VALLE et al., 2000),
PCR-SHELA (Polymerase chain reaction-solution hybridization enzyme-linked
immunoassay) (VERWEIJ et al., 2000; 2004), Multiplex-PCR (NUNEZ et al., 2001),
PCR-RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) (HOOSHYAR et al., 2004)
Real Time-PCR (ROY et al., 2005) e Nested-PCR (RIVERA et al., 2006).

Para que a PCR realizada diretamente em amostras de fezes apresente
bons indices de acuracia € necesséaria a extracdo do DNA livre de impurezas
(inibidores) presentes no material fecal, tais como: sais biliares, bilirrubina, etanol,
uréia, hemoglobina, heparina e carboidratos complexos, que podem interferir na
amplificacdo (KREADER, 1996; LANTZ et al., 1997). Outro agravante é que a
grande parte das amostras de fezes analisadas na rotina dos laboratérios apresenta
formol como conservante. O formol & caracterizado como inibidor da PCR a
depender da concentracdo e tempo de preservacdo da amostra (RAMOS et al.,
1999).

2.4.2.4. Cultura de material fecal

O desenvolvimento de meios sintéticos para o cultivo de amebas permitiram
sua manutencéo in vitro e obtencédo do parasito em maior quantidade para estudos
sobre a biologia do parasito. O meio de Robinson e TYSGM-9 de Diamond séo os
mais utilizados para cultivo axénico da E. histolytica (CLARK & DIAMOND, 2002).

A principal desvantagem do diagnéstico baseado no isolamento em cultura

do parasito € a impossibilidade de excluir a hipoétese de uma espécie inibir o
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desenvolvimento de outra em casos de infeccdo mista. Além disso, na rotina
laboratorial o procedimento € laborioso, o custo é elevado, exige profissionais
capacitados para a visualizacéo e identificacdo dos trofozoitos, e nem sempre ha
sucesso na execucao (TANYUKSEL & PETRI, 2003).

Hooshyar e colaboradores (2004) avaliaram 16.592 amostras de fezes da
populacdo do Ird e obtiveram 226 amostras positivas na microscopia Otica. Em
apenas 101 delas foram isolados parasitos, o que resultou em uma perda de 55,3%
(101/226) das amostras devido a problemas inerentes ao cultivo dos trofozoitos. A
identificacdo especifica foi realizada pela PCR a partir dos parasitos provenientes
do cultivo. As vantagens de analisar parasitos previamente isolados em cultura pela
PCR séo a reducdo da presenca de possiveis inibidores presentes nas fezes e o
aumento da quantidade do DNA-alvo na amostra, que melhoram expressivamente o

desempenho da PCR.

2.5 EPIDEMIOLOGIA DA AMEBIASE
2.5.1. Situacao epidemiolégica mundial

A situacdo epidemiolégica da amebiase mudou completamente desde a
separacdo das espécies de Entamoeba: E. histolytica e E. dispar. Estudos
realizados em diversas regibes do mundo revelaram prevaléncias variaveis da
doenca. Na Africa do Sul e Egito a prevaléncia € maior que 20% (STAUFFER et al.,
2006), no Ird 7,9% (HOOSHYAR et al., 2004), na Turquia 13% (TANYUKSEL et al.,
2005) e na Nicaragua 1,5%, (LEIVA et al., 2006). No Vietna, na cidade de Hue, a
incidéncia € de cerca de 21 novos casos de amebiase hepatica a cada 100.000
habitantes por ano (BLESSMANN et al., 2002). A amebiase € a quinta doenca mais
prevalente na populacdo mexicana, sendo considerada um importante problema de
salde publica (XIMENEZ, 2006). Em Bangladesh, a prevaléncia da amebiase varia
de 1% a 4,3% em criancas a depender do local — &rea urbana ou rural (HAQUE et
al.,, 1997, 2001). No entanto, em paises como a Grécia, ndo parece ser um
problema relevante (EVANGELOPOULOS et al., 2001).

Os grupos de risco para amebiase incluem viajantes e moradores de areas
endémicas, imunodeprimidos, homossexuais ativos e criangcas abaixo de 15 anos

de idade, porém situagdo socioecondmica e condicfes sanitérias inadequadas
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predispdem todos os individuos a infeccdo pelo parasito (HAQUE et al., 2003;
TANYUKSEL & PETRI, 2003; BRAGA et al., 1998; STANLEY, 2003).

2.5.2. Distribuigdo geogréfica no Brasil

No Brasil, existem diferencas quanto a frequéncia da parasitose de acordo
com o local pesquisado. Os indices mais elevados da infec¢cdo foram observados
em Belém-Para com cerca de 29% de individuos examinados albergando a E.
histolytica (POVOA et al., 2000; SILVA et al., 2005). Em Fortaleza-Ceara foram
encontradas prevaléncias de até 14,9%, e em Manaus 6,8% (BRAGA et al., 2001,
BENETTON et al., 2005). Em Pernambuco, até o presente, nenhum caso de
infeccdo devido a E. histolytica foi detectado (ACA et al., 1994; PINHEIRO et al.,
2004; DOURADO et al., 2006).

2.6 PREVENCAO E CONTROLE

A prevencdo e controle da amebiase requer primariamente medidas de
induzam a interrupgéo do ciclo evolutivo, como saneamento bésico, higiene pessoal
e tratamento de agua (MARSHALL et al., 1997).

Varios antigenos de Entamoeba ja mostraram ser imunogénicos, podendo ser
usados como alvo para o desenvolvimento de vacinas, tais como: proteina rica em
serina de E. histolytica, lectina N-acetil-D-galactosamina, cisteina proteinases,
lipofosfoglicanos, amebaporos, e uma proteina de 29-kDa (CHAUDHRY & PETRI,
2005). Embora significativos avancos no conhecimento cientifico venham sendo
relatados, 0os mecanismos envolvidos na Iimunidade protetora nao estédo
completamente definidos (SHIBAYAMA et al., 2008; STANLEY, 2006). Portanto,
apesar do impacto que uma vacina contra a E. histolytica teria sobre morbidade e
mortalidade causadas pela amebiase, seu desenvolvimento para prevencdo desta
enfermidade ainda é um a promessa futura (PETRI & SINGH, 1999).
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3. OBJETIVOS
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3.1 OBJETIVO GERAL

Discriminar a infeccdo causada pela Entamoeba histolytica e E. dispar na

populacao de escolares da rede publica da cidade de Maceio-AL.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

— Estimar a frequéncia dos parasitos intestinais em escolares usuarios do

sistema publico estadual de ensino de Macei6 — AL;
— Indicar o perfil socioeconémico das familias dos escolares examinados;

— Padronizar a reagcdo em cadeia da polimerase (PCR) para identificacdo

especifica da infec¢céo da E. histolytica e E. dispar ;

— Estimar a prevaléncia da amebiase na populacdo de escolares pelo ensaio

imunoenzimatico (ELISA) e pela PCR;
— Comparar as técnicas de ELISA e PCR para o diagnostico da amebiase.

— Avaliar a distribuicdo e ocorréncia da E. dispar na populacdo estudada.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1. DESCRICAO DA AREA

O municipio de Maceio localiza-se no litoral médio do Estado de Alagoas,
limitado pelos paralelos 9°35’'S e 9°24’S e meridianos 35°44'W e 35°56’'W (IMPAR,
1995). Compreende uma area de 511Km? e uma populacdo de 896.965 habitantes,
representando uma densidade demografica de 1.755,3 habitantes/Km? (IBGE 2008).

O clima regional é caracterizado como quente e iumido durante praticamente
todo o ano, com médias mensais de temperatura que variam de 24°C a 28°C
(IMPAR, 1995). O municipio é dividido em 50 bairros e 56 localidades rurais, estando
99,7% da populacado situada na zona urbana e apenas 0,3% na éarea rural (CCZ,
2007).

O sistema coletor de esgotos sanitarios na cidade de Macei6 atende cerca de
170.000 habitantes, totalizando apenas 27% da populacdo, sendo a cobertura do
abastecimento de agua tratada de 41,6% (CASAL, 2007; CCZ, 2007).

As condicdes socioecondmicas e habitacionais da populacdo de forma geral
sdo bastante precarias, com 8,21% dos domicilios estabelecidos em assentamentos
precarios ou subnormais (MARQUES et al., 2007).

4.2. DESENHO DO ESTUDO

No presente estudo foi realizado um inquérito epidemiol6gico pontual do tipo
corte transversal, utilizando amostragem proporcional em mdultiplos estagios, sendo
0 comportamento das amostras equivalente ao da populagdo. O inquérito foi

realizado no periodo de marco de 2008 a dezembro de 2009.

4.2.1. Defini¢édo e céalculo do tamanho da amostra

A populagéo-alvo escolhida foi escolares da rede publica estadual de ensino
da cidade de Maceio-AL na faixa etaria de 4-15 anos, uma vez que estes
pertencem ao grupo de maior risco para aquisicdo da infeccdo (XIMENES et al.,
2009). O baixo padrédo socioecondmico e as condi¢cfes sanitarias inadequadas que
aos quais a presente populacdo pode estar exposta, aumenta a possibilidade da

presenca do parasito.
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A amostra avaliada foi retirada de uma populagédo constituida de 67.738
escolares de 4-15 anos do ensino fundamental da rede publica estadual da cidade
de Maceid (SEEE, 2008). De acordo com o censo da Secretaria de Estado da
Educacdo e do Esporte de Alagoas (SEEE) os estudantes estdo distribuidos em
102 escolas publicas no municipio de Macei6. Todas as escolas estdo alocadas em
quatro Coordenadorias de Ensino (CES) que correspondem as areas
administrativas de Maceio.

Para a determinacdo do numero de escolares a serem avaliados foram
utilizados os seguintes parametros: 20% de erro aceitavel, intervalo de confianga de
95% e 11% de frequéncia esperada para o complexo E. histolytica/E. dispar. Esta
frequéncia foi estimada por Queiroz e colaboradores (2008), que realizaram
inquérito parasitologico em moradores da comunidade do Vale do Reginaldo da
mesma faixa etéria dos escolares. Este calculo resultou em uma amostra minima
de 768 escolares a serem avaliados.

As escolas foram estratificadas nas quatro CES (1°, 13°, 14° e 159, de
acordo com a organizacdo da SEEE, representado as areas geograficas da cidade
de Macei6. Nesta etapa foi realizada uma divisdo proporcional do namero de
alunos/escolas correspondente a cada CES na faixa etéaria alvo.

Em cada CES as escolas foram estratificadas de acordo com a média geral
de alunos (645 alunos por escola) resultando em dois grupos de escolas. Um grupo
formado por escolas que apresentaram o numero total de alunos igual ou superior a
média geral, ou seja, 645 alunos, e outro grupo constituido de escolas com numero
de estudantes abaixo desta média (< 645 alunos). Esse critério foi adotado devido a
possibilidade dos alunos de escolas maiores apresentarem caracteristicas
diferentes daqueles que frequentavam escolas menores.

De acordo com o delineamento acima descrito, de cada grupo foram
sorteadas duas escolas, de modo a se avaliar em cada uma dela um numero

minimo de escolares segundo o célculo amostral (Figura 4).

4.3. CRITERIO DE INCLUSAO

Para participacdo no presente estudo os critérios de inclusdo adotados
foram: estudar na escola publica estadual sorteada, apresentar idade na faixa etaria

4-15 anos, assinatura dos responsaveis do Termo de Consentimento Livre e
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Esclarecido - TCLE (Apéndice 1) e entrega das fezes. Vale ressaltar que o presente
critério de inclusdo pode originar um viés de exclusdo das criancas sintomaticas

eventualmente ausentes no momento da realizacdo do inquérito na escola.
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Rede Estadual de Ensino - Censo 2007 / Maceio
< Populagdo = 67.738
POPULACAO Faixa etaria 4 a 15 anos
12 CES 132 CES 142 CES 152 CES
29 escolas 28 escolas 33 escolas 11 escolas

p = 18.330 (27%)

p = 15.817 (23%)

p = 26.924 (40%)

p = 6.667 (10%)

Desenho amostral Equiprobabilistico

Calculo da amostra

n = 207 (27%)

¢

18 escolas < 645
Alunos = 8.065
n=091
2 escolas sorteadas

¢

11 escolas = 645
Alunos = 10.261
n=116
2 escolas sorteadas

n =177 (23%)

¢

18 escolas < 645
Alunos = 6.804
n=76
2 escolas sorteadas

¢

10 escolas = 645
Alunos = 9.013
n =101
2 escolas sorteadas

n = 307 (40%)

AMOSTRA Intervalo de confianca = 95%/Freqiiéncia esperada = 11%/Erro aceitavel = 20%
Namero da amostra = 768
1a CES 132 CES 14a CES

9 escolas < 645
Alunos = 3.730
n =43
2 escolas sorteadas

—

24 escolas = 645
Alunos = 23.194
n = 264
2 escolas sorteadas

152 CES

n =77 (10%)

7 escolas < 645
Alunos = 2.804
n=32
2 escolas sorteadas

—

|-

4 escolas = 645
Alunos = 3.863
n =45
2 escolas sorteadas

|-

Figura 4: Distribuicdo dos escolares por Coordenadoria de Ensino (CES), estratificados por média de alunos por escola (645
escolares), e definicdo do numero de escolares a serem avaliados em cada CES.
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4.4. SISTEMATIZACAO NO CAMPO

As atividades de campo foram realizadas de acordo com o fluxograma

apresentado na Figura 5.

1° Etapa: Autorizacdo das visitas as escolas pela SEEE apds serem
fornecidas informacfes sobre a pesquisa aos gestores.

&

2° Etapa: Primeira visita a escola. Esclarecimento sobre a pesquisa a
direcdo da escola e agendamento da reunido com os responsaveis pelos

menores.

3° Etapa: Reunido de membros da equipe com 0s responsaveis pelos
estudantes, para fornecimento de informacdes sobre a pesquisa e
medidas de combate e prevencdo a enteroparasitoses. Assinatura do
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — TCLE pelos responsaveis
gue concordavam com a participacdo dos menores. Entrega dos potes
coletores e explicacao da forma correta da coleta das fezes. Aplicacéo do
guestionario sdcio-econdémico.

. 1

4° Etapa: Entrega das fezes na escola pelos responsaveis e envio do
material coletado ao Laboratdrio para analise.

&

5° Etapa: Retorno a escola apos analise das amostras para pesar as
criangas que apresentavam Giardia lamblia, E. histolytica/E. dispar e/ou
Schistosoma mansoni.

&

6°Etapa: Reunido com os responsaveis. Entrega dos resultados, receita
médica, e medicacao.

Figura 5: Fluxograma das atividades desenvolvidas no campo.
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4.4.1. Aplicagdo do questionario

Para obtencdo das informacdes relativas as variaveis socioecondmicas,
ambientais e bioldgicas, foi aplicado um questionario padronizado aos responsaveis

pelos menores (Apéndice 2).

4.4.2. Dados Socioecondmicos - Critério Brasil

As variaveis referentes as caracteristicas econémicas foram: renda familiar,
posse de bens e grau de instrucdo do chefe da familia. Variaveis foram utilizadas
para determinacdo da classe econf6mica pelo sistema de pontos padronizado e
classificado como “Critério Padrao de Classificacdo Econdmica Brasil/2008” (ABEP,
2008). Esse critério utiliza como base de classificacdo a posse de bens e grau de
instrucdo do chefe da familia, que sédo pontuados para determinacdo da classe
econOmica.

O critério Brasil enfatiza o poder de compra das familias residentes em areas
urbanas determinando de forma real a “classe econbémica”. A vantagem desse
critério € a abolicdo da distribuicao dos individuos em “classes sociais” (ABEP,
2008).

4.5. ASPECTOS ETICOS

A presente pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP)
da Universidade Federal de Alagoas, registro n® 257 11388478 (Anexo 1). Os
responsaveis pelos menores de idade foram esclarecidos quanto a pesquisa e
assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) conforme normas
do CEP (Apéndice 2).

4.5.1. Tratamento antiparasitario

O tratamento foi realizado em todos os escolares infectados com qualquer
enteroparasito e/ou Schistosoma mansoni.

A prescricdo e o acompanhamento clinico foram realizados sob supervisao
da Dra. lasmin de Albuquerque Cavalcanti Duarte da Faculdade de Medicina da
Universidade Federal de Alagoas, e os medicamentos foram fornecidos pela

Secretaria Municipal de Saude de Macei6.
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4.6. DIAGNOSTICO PARASITOLOGICO
4.6.1. Exame Parasitologico de Fezes

As amostras de fezes foram entregues nas escolas participantes do estudo
pelo responsavel do menor, e transportadas para o Laboratorio de Filarioses e
Geohelmintoses da Universidade Federal de Alagoas para processamento de
acordo com o diagrama apresentado na Figura 6.

A pesquisa de parasitos foi feita pelo método de sedimentacdo espontanea
(HOFFMANN et al., 1934). Para tal, aproximadamente 5g da amostra de fezes sem
conservante era diluida em agua com auxilio de um bastédo de vidro. Em seguida a
suspensao das fezes era filtrada em gaze cirirgica dobrada quatro vezes, e
recolhida em calice cénico de 200mL. O volume do calice era completado com agua
e a suspensdo deixada em repouso por um periodo de 2 a 24 horas, para
sedimentacao de larvas, ovos ou cistos de parasitos porventura presentes. O exame
microscoépico foi feito em uma aliquota do sedimento das fezes depositada sobre
uma lamina com uma gota de Lugol 2% (29 I, + 2g KI — H,0O g.s.p. 100mL), coberta
com laminula. A solucéo de Lugol era utilizada para facilitar a identificacdo dos cistos
de protozodrios, ovos e larvas de helmintos.

O diagnostico foi realizado apés a leitura de quatro laminas para cada
amostra fecal, por quatro técnicos diferentes para aumentar a sensibilidade do
diagnostico para o complexo E. histolytica/E. dispar. A leitura das laminas foi
realizada em microscépio 6tico no aumento de 100x para pesquisa de ovos e larvas

de helmintos, e aumento de 400x para pesquisa de cistos de protozoarios.

4.6.1.1. Armazenamento das fezes

Uma aliquota de cada amostra fecal dos estudantes, antes do processamento
pelo método de sedimentacdo espontanea, era armazenada em trés microtubos tipo
Eppendorf, e mantidos a -80°C para analise posterior pela reacdo em cadeia da

polimerase (PCR) e ensaio imunoenzimatico (ELISA) (Figura 6).
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Freezer -80°C

Método Sedim. Espontanea |

/

PCR reserva

Diluicdo do material

Filtrac&o

Sedimentacéo

4 leituras por
diferentes técnicos

Leitura com lugol

_ET
Diagndstico = Amostra positiva
g ~

PCR

Figura 6: Diagrama do método de sedimentagdo espontanea e armazenamento das
amostras de fezes.

4.7. DIAGNOSTICO MOLECULAR DA AMEBIASE
4.7.1. Reacdo em Cadeia da Polimerase — PCR

O diagnéstico pela PCR foi realizado em todas as amostras de fezes positivas
para o complexo E. histolytica/E. dispar pela microscopia 6tica, e os resultados
utilizados também para comparagéo entre as diferentes técnicas (microscopia otica e
ELISA).

4.7.1.2. Controle Positivo

Como controle positivo para E. histolytica foi utlilizado DNA extraido de
parasitos provenientes de cultura padréo axénica, e para E. dispar DNA extraido de

parasitos mantidos em cultura poliaxénica. As amostras de cultura foram gentilmente
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cedidas pelo Dr. Edward Félix da Silva do Laboratério de Amebiase do
Departamento de Parasitologia da Universidade Federal de Minas Gerais.

4.7.1.3. Selegéo e andlise virtual in silico dos iniciadores descritos na literatura

para detecgao da E. histolytica e E. dispar

O objetivo desta etapa foi selecionar os iniciadores descritos na literatura com
melhor desempenho para o diagndstico da amebiase. Para tal, foi utlizada a
bioinformética para conferir o alinhamento dos iniciadores com o genoma do parasito
e/ou sequéncias depositados em bancos de dados genéticos.

Foram selecionados trabalhos publicados que usaram a PCR para deteccao
da E. histolytica/E. dispar no periodo 1991-2007.

Para andlise da especificidade dos iniciadores foram utilizados indicadores de
cada alinhamento através do BLASTn (Basic Local Alignment Search Tool
Nucleotide), tais como: escore, valor E, identidade maxima e a cobertura do sense e
antisense de cada iniciador. O alinhamento das sequéncias de cada iniciador contra
0 GenBank (National Center for Biotechnology Information - NCBI) foi validado com o

auxilio do programa GeneRunner v.3.05 de dominio publico (Figura 7).
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Iniciadores
sense antisense
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|
Produto do alinhamento
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depositada
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1
Vélido Invalido Vélida com restri¢do

Figura 7: Diagrama da analise virtual dos iniciadores descritos na literatura para a
deteccgéo da E. histolytica e E. dispar.

4.7.1.4. Extracdo do DNA

A depender do material a ser processado (fezes ou cultura) foi necessario
adaptar o método de extracdo do DNA. Nas fezes o parasito pode estar presente em
pequena quantidade, e € encontrado em geral na forma de cistos, que sdo mais
resistentes ao rompimento para liberacdo do material genémico, e estdo misturados
a inibidores que limitam a atividade enzimatica da DNA polimerase. Estes fatores
devem ser levados em consideragcdo, pois podem interferir no desempenho da
técnica. Em cultura ha menor probabilidade da interferéncia de inibidores, ha maior
quantidade do DNA-alvo e a forma evolutiva encontrada é o trofozoito, o que facilita
0 processo de lise celular para liberagdo do DNA gendmico.
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A extracdo do DNA dos controles positivos (cultura) foi realizada de acordo
com Sambrook e colaboradores (1987), com algumas modificacdes, conforme
descrito a seguir:

1) Foram adicionados 10uL da cultura em 500uL de tampéao de extracao (1%);

2) Em seguida, foram acrescentados 5uL proteinase K (QIAamp®), sendo o material
incubado por 10 minutos a 70°C em bloco térmico (FINEPCR® Thermo Bath
ALB64);

3) Acrescentou-se no mesmo tubo igual volume de fenol-cloroférmio-alcool
isoamilico (25:24:1). O material foi homogeneizado durante 3 minutos por
agitacdo manual, seguido de centrifugacao por 3 minutos a 12.000 rpm;

4) Removeu-se 0 sobrenadante para um novo tubo e repetindo-se a etapa 3;

5) O sobrenadante foi depositado em uma coluna de concentracdo de DNA Microcon
(YM-100, Millipore®) e centrifugado a 8.000 rpm durante 10 minutos;

6) Descartou-se o material filtrado sendo adicionada a membrana 200uL de agua
ultra-pura. Centrifugou-se o material a 8.000 rpm durante 10 minutos. Este
procedimento era repetido por mais uma vez,

7) O DNA preso na coluna de concentragao foi ressupendido em 50uL de TE (10mM
Tris-HCI, 1mM EDTA pH 7,4). A coluna foi invertida em um novo tubo e o material
centrifugado a 12.000 rpm durante 3 minutos;

8) O DNA extraido foi acondicionado a -20°C para posterior analise pela PCR.

A extragdo do DNA das amostras de fezes foi realizada utilizando o Kit Spin
Stool DNA PSP (Invitek®), de acordo com instru¢des do fabricante, como descrito a
seqguir:
1) Transferiu-se 200-400mg de fezes para um microtubo de 2 mL;
2) Adicionou-se 1.200uL de Lysis buffer P agitando-se no vortex continuamente
durante 1 minuto;
3) O material foi entdo incubado durante 10 minutos a 95°C em bloco térmico, em
seguida no gelo durante 1 minuto, e novamente a 95°C em bloco térmico durante
5 minutos;

4) O material foi centrifugado durante 6 minutos a 12.000 rpm;
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5) Apos transferéncia de todo o sobrenadante para o Invi-Adsorv-Tube, agitou-se o
material em vortex continuamente durante 15 segundos, incubando a suspensao
durante 1 minuto em temperatura ambiente;

6) Foi repetida a etapa 4;

7) O sobrenadante foi transferido para um microtubo novo de 1,5ml. O precipitado foi
descartado, e a etapa 4 repetida,

8) Foi adicionado 25uL de proteinase K em um novo microtubo de 1,5ml. Em
seguida 400uL do sobrenadante da etapa 7 foi adicionado. Toda amostra foi
agitada e incubada durante 10 minutos a 70°C em bloco térmico;

9) Adicionou-se 400uL de Binding Buffer P ao lisado e agitou-se no vortex
continuamente durante 15 segundos. Em seguida toda amostra foi transferida

para Spin filter, sendo incubado durante 1 minuto a temperatura ambiente;

10) O material foi centrifugado durante 3 minutos a 12.000 rpm e o filtrado
descartado;

11) Foi adicionado 500uL de Wash Buffer | no Spin Filter, e repetida a etapa 11;

12) Foi adicionado 800uL de Wash Buffer Il no Spin Filter , e repetida a etapa 11;

13) Para remocao do etanol foi repetida a etapa 4.

14) O Spin filter foi colocado em um novo microtubo de 1,5ml, foram adicionados
200uL de Elution Buffer D (70°C). A amostra foi centrifugada a 8000 rpm durante
1 minuto para eluicdo do DNA.

15) O DNA extraido foi acondicionado a -20°C para posterior analise pela PCR.

4.7.1.5. Amplificagao

A reacdo em cadeia da polimerase foi realizada de acordo com Rivera e
colaboradores (1996) com as seguintes modificagbes: o volume final foi reduzido de
50uL para 25uL, diminuindo a quantidade de reagente e consequentemente 0 custo,
e a concentragéo de soro albumina bovina (BSA) foi reduzida de 500ng para 400ng
como preconizado por Kreader (1996).

O mix era composto de 20mM Tris-HCI, 50mM KCI, 200puM de dNTP,1,5mM
de MgCI2, 20pM de cada iniciador (p11plus/ p12plus e p1l3plus/pl4plus), 2U de Taq
Polimerase Platinum (Invitrogen®), 400ng de BSA, 2uL de DNA e H20O ultra-pura
g.S.p. 25uL. A programacao do termociclador (PCR Express Thermo Hybaid®, UK)
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consistiu em 35 ciclos de 94°C por 1minuto (desnaturagéo), 59°C por 1 minuto
(anelamento) e 72°C por 1minuto (extensao).

4.7.1.6. Deteccao do produto amplificado

Apoés a amplificacdo, 10uL de cada produto da PCR foi aplicado em gel de
Agarose 2% a 100V durante uma hora, revelado com brometo de etidio (10 mg/mL),
visualizado sob luz ultravioleta (Vilber Lourmat® TFX-20.M, Alemanha) e
fotodocumentado (Vilber Lourmat DP-001 FDC, Alemanha). A andlise dos resultados
foi realizada com auxilio do programa de computacdo (PhotoCaptMw version 10.01

for Windows).

4.7.2. Ensaio Imunoenziméatico — ELISA

O ensaio imunoenzimatico foi realizado em todas as amostras de fezes
positivas na microscopia Otica para o complexo E. histolytica/E. dispar.

Para realizacdo do ensaio imunoenzimatico foi escolhido o Kit comercial E.
histolytica 11° (Techlab, Blacksburg, Virginia, USA). O principio da técnica consiste
na deteccdo da adesina da E. histolytica utilizando anticorpos antiadesina. As
microplacas (96 cavidades) séo fornecidas previamente sensibilizadas com
anticorpos policlonais que se ligam a adesina do complexo E. histolytica/E. dispar. O
conjugado é um anticorpo monoclonal ligado a peroxidase especifico para a adesina
da E. histolytica.

Em cada cavidade da microplaca foi adicionada uma aliquota da amostra
fecal emulsificada no diluente. Em seguida a microplaca foi incubada a temperatura
ambiente durante 2 horas. Quando havia adesina na amostra, ocorria a ligagdo com
0 conjugado e o anticorpo policlonal imobilizado na placa. O material ndo ligado era
removido durante as etapas de lavagem. A adicdo do substrato (tetrametilbenzidina
e peroxido de hidrogénio) na presenca do complexo enzima-anticorpo-adesina
induzia a formag&o de cor. Em todas as microplacas eram adicionados controles

positivo e negativo.

4.7.2.1. Leitura e Interpretacdo dos Resultados

A microplaca foi analisada em espectofotdmetro a 450nm (Thermo Plate® TP-

Reader). A absorbancia apresentada pelo controle negativo foi subtraida da leitura
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das cavidades do controle positivo e das amostras.
Uma amostra era considerada positiva para a presenca da adesina quando
apresentava absorbancia = 0,050 (apdés subtracdo do valor de absorbancia do

controle negativo), e classificada como negativa quando o valor era inferior a 0,050.

4.8. DETERMINACAO DA ACURACIA DAS TECNICAS

Para mensuracdo dos verdadeiros casos identificados na microscopia foi
determinado o Valor Preditivo Positivo (VPP) utilizando como referéncia a pesquisa
de antigeno (ELISA).

Para comparacdo da PCR versus ELISA foi determinado o Valor Preditivo
Negativo (VPN), Valor Preditivo Positivo (VPP), sensibilidade e especificidade
(Figura 8).

0 : L
Sensibilidade - N° de verdadeiros positivos x 100
Total de doentes

N de verdadeiros negativos x 100
Total de sadios

Especificidade =

Valor preditivo positivo - N° de verdadeiros positivos no teste x 100
VPP Total de positivos no teste

Valor preditivo negativo - N° de verdadeiros negativos no teste x 100
VPN Total de negativos no teste

Figura 8 — Formulas utilizadas para mensuracdo da qualidade das
técnicas no diagndstico da amebiase.
4.9. ANALISE ESTATISTICA

Para analise estatistica dos dados foi utilizado o programa de computador
Epi-Info versdo 3.5.1 (Centers for Disease Control and Prevention). O ;(2 (qui-
quadrado) e teste “t” de Student foram usados para comparar proporcdes e medias,
respectivamente. Riscos foram estimados por “Odds” relativa (OR) ou razdo de
chance (KAHN & SEMPOS, 1989).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
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5.1 CARACTERIZAQAO DA AMOSTRA
Foram coletadas e analisadas 1.003 amostras de fezes de estudantes de 4-
15 anos de idade de 16 escolas situadas em diferentes regides da cidade. Destes,
46% (461/1.003) eram do sexo feminino e 54% (542/1.003) do sexo masculino, com
média de idade igual a 9,7 £ 2,6 anos. Os estudantes eram oriundos de 40 dos 50
bairros do municipio de Maceio-AL (Figura 9). A distribuicAo da amostra por faixa

etaria e sexo esta apresentada na Tabela 1.

Alagoas

LEGENDA

D Bairro ndo avaliado

D Bairro avaliado
Bairro da escola avaliada

Figura 9— Mapa da Cidade de Macei6: Distribuicdo dos escolares da
rede publica de ensino avaliados por bairro.

Tabela 1 — Distribuicdo dos escolares da rede publica da cidade de
Maceié-AL segundo a faixa etaria e o sexo.

Género
Faixa etaria (anos) Feminino Masculino Total
n % n %
4-7 113 47,3 126 52,7 239
8-11 241 47,4 267 52,6 508
12-15 107 41,8 149 58,2 256
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Total 461 46.0 542 54.0 1.003
5.2. PARASITOSES INTESTINAIS

Um total de 54,8% (550/1.003) dos escolares estava parasitado por pelo
menos uma espécie de helminto ou protozoario (p<0,05) (Tabela 2). Estes dados
sdo semelhantes aos obtidos por outros autores em diferentes regifes do pais.
Giraldi e colaboradores (2001) observaram 52,5% (228/434) de positividade para
enteroparasitoses escolares na faixa etaria de 6-10 anos em Rolandia-PR. Macedo
(2005), avaliando escolares da rede publica de Paracatu-MG detectaram 62% de
positividade para parasitos e/ou comensais intestinais.

Em geral o aumento da idade coincidiu com o aumento dos casos de
poliparasitismo. Entretanto, como o presente estudo € de corte transversal, para
confirmacdo deste dado é necessario quantificar o avanco das parasitoses
intestinais com estudo de incidéncia. A faixa etaria de 12-15 foi a que apresentou a

maior taxa de poliparasitismo (56,6%) (Figura 10).

5.2.1. Frequéncia das parasitoses intestinais.

A freqiéncia das espécies detectadas na microscopia Optica esta
apresentada na Tabela 3. A espécie de parasito mais frequente foi o protozoario
Giardia lamblia com 24,6% de casos. O Ascaris lumbricoides foi o helminto mais
frequente (13,1%) seguido do Trichures trichiura (9,7%) (Tabela 3).

Costa-Macedo e colaboradores, (1998) e Buschini e colaboradores, (2007),
avaliando criangas no Rio de Janeiro e no Parana, respectivamente, detectaram
maior ocorréncia de infec¢gBes por protozoarios que por helmintos corroborando com
os resultados do presente estudo.

A esquistossomose mansonica foi observada em 1,5% (15/1.003) dos
escolares avaliados. No entanto este dado pode estar subestimado, uma vez que, o
método de sedimentagcdo espontanea ndo € o mais adequado para a deteccdo do

Schistosoma mansoni em fezes.

51



Tabela 2 — Distribuicdo dos resultados dos exames parasitolégicos de
fezes de acordo com a faixa etaria nos escolares da rede publica.

: L . Resultado
Faixa etaria — ,
(anos) Positivo Negativo Total
n % n %
4-7 128 53,6 111 46,4 239
8-11* 277 54,5 231 455 508
12-15* 145 56,6 111 434 256
Total* 550 54,8 453 45,2 1.003
*p<0,05
60 ‘
;3 50 - ~
‘; 40 O Monoparasitismo
O
<§ 30 56,2 50,5 56,6} @ Poliparasitismo
& 2 43,8 49, 43,4
g ¥ p<0,05
10
0
4a7 8all 12a15

Faixaetéria (anos)

Figura 10 — Frequéncia de monoparasitismo e poliparasitismo de acordo
com a faixa etaria, em escolares da rede da rede publica da cidade de

Maceio-AL.
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Tabela 3 — Frequéncia de parasitos nos escolares da rede publica de
ensino da cidade de Maceio-AL.

Parasito* (yForequénncia
Helmintos

Ascaris lumbricoides 13,1 131
Trichuris trichiura 9,7 97
Ancylostomatidae 6,1 61
Strongyloides stercoralis 4,5 45
Enterobius vermicularis 2,2 22
Hymenolepis nana 1,9 19
Schistosoma mansoni 15 15
Protozoarios

Giardia lamblia 24,6 247
Entamoeba coli** 19,0 191
Endolimax nana ** 9,4 94
Entamoeba histolytica/E. dispar 6,4 64
lodoamoeba butschlii** 0,4 4

*Inclui casos de poliparasitismo.
**Espécies comensais.

5.3. CARACTERIZACAO SOCIOECONOMICA

Do total de escolares participantes do estudo 54,4% (546/1.003) foram
avaliados pelo Critério Brasil. Nao foi possivel realizar a avaliagdo socioeconémica
em toda a amostra, pois, nem sempre havia disponibilidade de tempo dos
responsaveis apos as reunides para responder ao questionario.

A maioria dos estudantes (57,5%) foi incluida na classe econémica D, o que
indica baixo poder econdbmico da populacdo amostrada (Tabela 4). Dos
entrevistados, 83,1% apresentavam renda <1 salario minimo, com 2-5
moradores/residéncia, sendo significativo o numero de familias que relataram residir

em casas proprias (Tabela 5).
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Tabela 4 — Distribuicdo dos escolares da rede publica de ensino da
cidade de Maceio-AL por classe econdmica.

o : . Numero de Avaliados
Condicdes Socioecondmicas

n %
Classes econdmicas* (n=546)
B2 5 0,9
C1 24 4.4
C2 139 25,5
D** 314 57,5
E 64 11,7

*Segundo critério padrao de classificacdo econémica Brasil/2008 (ABEP,
2008). **p<0,05

Tabela 5 — Renda familiar, moradia e numero de residentes no
domicilio dos escolares da rede publica de ensino da cidade de

Macei6-AL.
Condicdes Socioeconémicas N Avaliados %
Renda familiar (salario*)
< 1** 823 83,2
02 129 13,0
03 19 1,9
>4 19 1,9
Moradia
Prépria** 712 72,2
Alugada 190 19,2
Cedida 73 7,4
Invadida 12 1,2
NUmero de residente no domicilio
2 a 5** 682 68,9
6a9 279 28,2
10a 12 27 2,7
13 a 15 2 0,2

*p<0,05 **Valor do salario minimo em 2008 - R$ 415,00

5.3.1. Condic¢des de moradia das familias dos escolares.

O tipo de moradia mais comumente observado foi de alvenaria (88,0%), com
banheiro (95,5%) e fossa rudimentar para destino dos dejetos sanitarios (78,2%).
Uma grande parcela das familias avaliadas (64,0%) utilizava agua para consumo de

origem publica, em geral sem tratamento prévio ao consumo (66,8%). Este
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comportamento foi igualmente observado na agua para limpeza das loucas e

alimentos, com utilizacdo da 4gua direto da torneira (81,4%) (Tabela 6).

O conjunto de indicadores socioeconémicos estd abaixo dos indices

considerados adequados para atender as necessidades minimas da populacao, e

proporcionam condi¢gdes para manutencao e transmissdo de parasitos intestinais

(FERREIRA & ANDRADE, 2005; SATURNINO et al., 2005).

Tabela 6 — Condicdes de moradia dos escolares da rede publica de ensino da

cidade de Macei6-AL.

Condicdes de moradia dos escolares (n=990) N Avallados%
Tipo de moradia
Alvenaria* 871 88,0
Mista 23 2,3
Taipa 70 7,1
Outra 26 2,6
Presenca de Banheiro
Sim* 942 95,2
N&o 48 4,8
Destino dos dejetos
A céu aberto 130 13,1
Fossa rudimentar* 774 78,2
Fossa séptica - -
Rede coletora 44 4,4
Outro 42 4,2
Origem da agua para consumo
Agua Industrializada 189 19,1
Acude 3 0,3
Poco 162 16,4
Publica* 634 64,0
Outra 2 0,2
Tratamento da agua de consumo
Clora 110 11,1
Ferve 57 5,8
Filtra 162 16,4
Nada* 661 66,8
Origem da agua para limpeza da loucas e alimentos
Acude 3 0,3
Agua industrializada 8 0,8
Poco 172 17,4
Publica* 806 81,4
Outra 1 0,1
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*p<0,05
5.4. MICROSCOPIA OPTICA PARA DIAGNOSTICO DA AMEBIASE

A microscopia foi utilizada como método de triagem das amostras para a
presenca de cistos de Entamoeba e posterior analise por métodos especificos. A
prevaléncia encontrada para o complexo E. histolytica/E. dispar foi de 6,4%
(64/1.003).

Duarte (2006) avaliando a ocorréncia da amebiase em 1.798 escolares da
rede publica de Maceio-AL detectou na microscopia, 3,8% das amostras com E.
histolytica/E. dispar, sendo este dado confirmado pelo Enzymeba test® (LUACES &
BARRET, 1998) que permite a deteccdo pelo método de ELISA do complexo E.
histolytica/E. dispar. A microscopia quando realizada por técnicos capacitados e
com a leitura de no minimo quatro laminas podera ser utilizada como método de
rastreamento de casos de amebiase. As amostras positivas para cistos da
Entamoeba deverdo, na sequéncia, ser submetidas a uma nova analise por
meétodos especificos reduzindo custo e tratamentos desnecessarios.

Embora a microscopia seja um método de rotina laboratorial para o
diagndstico da amebiase em diversas regides do mundo, ndo é a mais indicada por
apresentar uma série de limitagdes, principalmente devido a impossibilidade de
distincdo dos cistos e trofozoitas de diferentes espécies de Entamoeba (HUSTON,
1999). Na Etiopia, Kebede e colaboradores (2004) diagnosticaram por microscopia
91 (39%) pacientes do estudo com trofozoitos e/ou cistos quadrinucleados. No
entanto, utilizando a PCR para amplificacdo de segmentos génicos de E. histolytica
e E. dispar nenhum infectado por E. histolytica foi detectado, e somente 21 (9%)
casos de E. dispar foram diagnosticados, indicando a presenc¢a de outras amebas
intestinais. Pela microscopia, portanto, houve a produgédo de um numero elevado de
falso-positivos.

A liberacdo intermitente dos cistos pelos hospedeiros é outro limitante da
técnica. No entanto, a sensibilidade pode ser melhorada em até 90% quando séo
coletadas e examinadas trés amostras por individuo em diferentes dias (WALSH,
FONTE, 2000). Outro fator que pode contribuir para a falha no diagnéstico é o
exame do material por microscopistas mal treinados ou com pouca experiéncia
(ACKERS, 2002).
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5.5. REAC}AO EM CADEIA DA POLIMERASE - PCR

5.5.1. Selecao dos iniciadores: analise in silico

Foram analisados 56 trabalhos publicados no periodo de 1991-2009, sendo
avaliados por bioinformética 34 iniciadores desenvolvidos para pesquisa do DNA de
Entamoeba, principalmente para o diagnostico especifico da E. histolytica e E. dispar
(Quadro 3).

Varios iniciadores apresentaram desempenho insatisfatorio na andlise através
da bioinformética como: (a) alinhamento com sequéncias de outras espécies com
formacéo virtual do amplicon; (b) auséncia de alinhamento dos iniciadores com o
genoma da espécie alvo; (c) distingdo por polimorfismo (RFLP) inexistente entre o
padréao da E. histolytica e outras espécies; (d) amplicon com nimero de bases acima
ou abaixo do informado pelos autores.

Baseado na analise in silico, os iniciadores selecionados para a detec¢ao da
infeccdo causada pela E. histolytica e E. dispar foram o pllplus/pl2plus e
pl3plus/pl4dplus, respectivamente. Os dois conjuntos de iniciadores foram
desenvolvidos para amplificar regides distintas para cada espécie, codificantes de
uma proteina antigénica de 30 KDa rica em serina.

As caracteristicas determinantes para a escolha dos iniciadores descritos no
pardgrafo anterior foram: alinhamento especifico ao genoma da espécie
correspondente, e valores adequados das variaveis relacionadas ao alinhamento,
como escore elevado e valor-e baixo (Quadro 3). O escore é uma pontuacéo
atribuida ao alinhamento que considera, entre outros fatores, a fidelidade no
pareamento das duas seqiéncias, que devem possuir o0 mesmo comprimento, ter
todas as suas bases similares e ndo apresentar gaps (espacos entre as bases).

Para o calculo deste valor o GenBank atribui valor 2 a coincidéncia entre o
nucleotideo de uma dada sequéncia com a sequéncia alvo, valor -2 se elas sdo
diferentes e valor -5 se ha necessidade da introducdo de um gap para que haja o
alinhamento do restante das seqiiéncias. Bons alinhamentos terdo o maior escore. O
valor-e mede a probabilidade de que o alinhamento entre o iniciador e a sequéncia
alvo tenha sido ao acaso. O melhor alinhamento possivel é alcancado quando o

valor-e é igual a zero, que significa que a possibilidade de que o alinhamento tenha
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ocorrido ao acaso € nula. Um alinhamento é considerado significativo quando o
valor-e é < -20.

A eleicdo dos iniciadores também levou em consideracdo que do total de
trabalhos analisados, 15 utilizaram os iniciadores escolhidos, desde o trabalho de
Tachibana e colaboradores (1991), até mais recentemente Jiang e colaboradores
(2008) (Quadro 3).

Zaman e colaboradores (2000) investigando a viabliidade da PCR para
pesquisa da E. histolytica em material obtido de abscesso hepatico, testou dez pares
de iniciadores distintos. Com apenas trés deles os resultados foram reprodutiveis, a
saber: pl/p2, pllplus/pl2plus e entf/entr, sendo a sensibilidade dos dois primeiros
igual a 100% e do ultimo 95%. Na analise in silico do presente estudo, os iniciadores
pllplus/pl2plus e entf/entr apresentaram bons resultados, entretanto o pl/p2 foi
considerado invalido por alinhar-se com sequéncias de E. dispar formando amplicon
de 66 pares de bases (Quadro 3). Desta forma, os iniciadores validados na bancada
por Zaman e colaboradores (2000) foram também validados na analise virtual exceto
pl/p2, corroborando parcialmente com os achados do presente trabalho.

Garcés & Lima (2004) utilizando analise in silico para o desenho e validacéo
de iniciadores intragenéricos, de genes codificantes de hidrolases nos géneros
Bacillus, Streptomyces e Escherichia observou que esta estratégia pode facilitar a
selecédo de iniciadores com grande probabilidade do resultado ser reproduzido na
bancada. De fato, a ferramenta utilizada para selecdo dos iniciadores no presente
estudo, se mostrou consistente com os dados obtidos posteriormente in vitro.

A analise in silico para orientar a busca de iniciadores, facilita o trabalho do
pesquisador, uma vez que, € mais rapido e econébmico que a andlise laboratorial, e

utiliza para sua execugao programas de computador de acesso gratuito na Internet.
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Quadro 3 — Analise por bioinformatica dos iniciadores utilizados na deteccdo de Entamoeba, descritos na literatura no periodo de 1991-2008,
com descricdo da técnica, regido alvo, seqiéncia dos iniciadores, quantidade de citosina e guanina (CG), amplicon e dados do GenBank.

L . . amplicon GenBank
Técnica Regido alvo Iniciadores e %CG (p b) Io
P SEQREF e comentario escore Vae r
PCR-Convencional o °
2p11plus 5 GGAGGAGTAGGAAAGTTGAC 3’ sense CG=50.0% 100 e oo 210 w1 | ooat
TACHIBANA et al., 1991 “p12plus 5 TTCTTGCAATTCCTGCTTCGA 3’ antisense CG=42.9% i =7 * ’ ’
TACHIBANA et al £EU022309.18X70996.1 42.1 0.016
1092 & £D10512.12D00871.18M35635.1
RIVERA et al., 1996
SANUKI et al., 1997 Gene
RIVERA et al., 1998 codificante de OXM 001740812.1 ©XM 001738989.1
ZENGZHU et al., 1999 uma proteina © XM_001738704.1 ©XM_001738370.1
MYJAK et al., 2000 30-kDa ©XM_001738351.1 ©XM_001737932.1
TACHIBANA et al., 2000 antigénica ©XM 001737799.1 ©D00872.1
ZAMAN et al., 2000 ®p13plus 5 AGGAGGAGTAGGAAAATTAGG 3’ sense CG= 42.9% ©AB026184.1 ©XM_001737278.1 421 0.018
TACHIBANA et al., 2001 ®p14plus 5 TTCTTGAAACTCCTGTTTCTAC 3’ antisense CG=36.4% 101 ©XM_001737174.1©XM_001737144.1 a1 0.006
ZINDROU et al., 2001 ©XM_001736359.1©XM _001736301.1 : :
HAGHIGHI et al., 2002 ©XM_001735152.1©XM_001734937.1
PINHEIRO et al., 2004 ©XM_001734803.1 ©XM_001734803.1
RIVERA et al., 2006 ©XM_001734803.1 ©XM_001733877.1
JIANG et al., 2008. ©XM_001733539.1
PCR-Convencional ®EH1 5 GTACAAAATGGCCAATTCATTCAATG 3’ sense %CG=34.6 2AB282658.12AB282659.1 52 4e-05
SSUrRNAdo | °EHD2: 5 ACTACCAACTGATTGATAGATCAG 3’ antisense %CG=37.5 2AB282660.1 48.1 4e-04
GONIN & TRUDEL 2003 P"'?‘S"“d'ol 135
CALDERARO et al. epissoma b
2006 ' ED1 5 TACAAAGTGGCCAATTTATGTAAGTA 3’ sense %CG=38.8 ©AB282661.1 52.0 4e-05
°EHD2: 5 ACTACCAACTGATTGATAGATCAG 3’ antisense %CG=37.5 ©249256.1 48.1 5e-04

a — especifico para E. histolytica
b — especifico para E. dispar

¢ — especifico para E. histolytica e E. dispar

d — especifico para E. moshkovskii
e — especifico para Entamoeba sp

f — cada autor descreve um tamanho diferente do amplicon

£ Sequéncia do DNA da E. histolytica
© Sequéncia do DNA da E. dispar

® Sequéncia do DNA da E. moshkovskii

¥t Sequéncia do DNA das espécie E. nuttalli, E. ecuadoriensis ou E. terrapinae
® Sequéncia do DNA de Schistosoma mansoni

® Sequéncia da espécie Bos taurus
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=183237609&dopt=GenBank&RID=EEYSB30T01R&log$=nucltop&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=183237360&dopt=GenBank&RID=EHFJJZDM01R&log$=nucltop&blast_rank=2
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=183236368&dopt=GenBank&RID=EHGFF5KM01R&log$=nucltop&blast_rank=3
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=183234557&dopt=GenBank&RID=EHGFF5KM01R&log$=nucltop&blast_rank=6
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=154125286&dopt=GenBank&RID=EWES8CJP01R&log$=nucltop&blast_rank=8
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=399673&dopt=GenBank&RID=EWES8CJP01R&log$=nucltop&blast_rank=15
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=217355&dopt=GenBank&RID=EWES8CJP01R&log$=nucltop&blast_rank=16
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=217353&dopt=GenBank&RID=EWES8CJP01R&log$=nucltop&blast_rank=17
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=158935&dopt=GenBank&RID=EWES8CJP01R&log$=nucltop&blast_rank=19
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=167394136&dopt=GenBank&RID=5PM5CFFZ01R&log$=nucltop&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=167389674&dopt=GenBank&RID=5PM5CFFZ01R&log$=nucltop&blast_rank=3
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=167388950&dopt=GenBank&RID=5PM5CFFZ01R&log$=nucltop&blast_rank=4
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=167388067&dopt=GenBank&RID=5PM5CFFZ01R&log$=nucltop&blast_rank=5
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=167388017&dopt=GenBank&RID=5T05N4TY01R&log$=nucltop&blast_rank=6
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=167387003&dopt=GenBank&RID=5T05N4TY01R&log$=nucltop&blast_rank=7
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=167386639&dopt=GenBank&RID=5T05N4TY01R&log$=nucltop&blast_rank=8
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=217357&dopt=GenBank&RID=5T05N4TY01R&log$=nucltop&blast_rank=23
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=7416015&dopt=GenBank&RID=5T05N4TY01R&log$=nucltop&blast_rank=22
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=167385398&dopt=GenBank&RID=5T2B7802016&log$=nucltop&blast_rank=9
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=167385145&dopt=GenBank&RID=5T2B7802016&log$=nucltop&blast_rank=10
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=167385067&dopt=GenBank&RID=5T2B7802016&log$=nucltop&blast_rank=11
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=167383115&dopt=GenBank&RID=5T2B7802016&log$=nucltop&blast_rank=13
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=167382973&dopt=GenBank&RID=5T2B7802016&log$=nucltop&blast_rank=14
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=167379600&dopt=GenBank&RID=5T2B7802016&log$=nucltop&blast_rank=16
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=167379087&dopt=GenBank&RID=5T2B7802016&log$=nucltop&blast_rank=17
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=167378581&dopt=GenBank&RID=5T2B7802016&log$=nucltop&blast_rank=18
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=167378581&dopt=GenBank&RID=5T2B7802016&log$=nucltop&blast_rank=18
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=167378581&dopt=GenBank&RID=5T2B7802016&log$=nucltop&blast_rank=18
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=167376266&dopt=GenBank&RID=5T2B7802016&log$=nucltop&blast_rank=20
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=167375329&dopt=GenBank&RID=5T2B7802016&log$=nucltop&blast_rank=21
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=145698414&dopt=GenBank&RID=FYATC5UZ01R&log$=nucltop&blast_rank=3
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=145698415&dopt=GenBank&RID=FYATC5UZ01R&log$=nucltop&blast_rank=2
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=145698416&dopt=GenBank&RID=FYATC5UZ01R&log$=nucltop&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=145698417&dopt=GenBank&RID=5Y8JEU1B012&log$=nucltop&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=1212896&dopt=GenBank&RID=5Y8JEU1B012&log$=nucltop&blast_rank=3

Continuacdo: Quadro 3

o . . amplicon GenBank
Técnica Regido alvo Iniciadores e %CG (p b)
P SEQREF e comentario escore valor-e
°E1 5 TGCTGTGATTAAAACGCT 3’ sense CG=38.9% 2Y11272.12X64142.12X65163.1 401 0.041
°E2 5 TTAACTATTTCAATCTCGG 3’ antisense CG=31.6% 1.076 2AB282660.1©AB282661.12AB282659.1 421 0.016
PCR-NESTED 2AB282658.12X56991.1® Z49256.1 : :
EVANGELOPOULOS
et al., 2000 ’Eh-L 5 ACATTTTGAAGACTTTATGTAAGTA 3’ sense CG=24.0% 2Y11272.1%X64142.1%X65163.18AB282660 |, 4 0.041
EVANGELOPOULOS SSU rDNA °Eh-R 5 CAGATCTAGAAACAATGCTTCTCT 3’ antisense CG=37.5% 427 A 421 0.016
etal., 2001 2AB282659.12AB282658.12X56991.1 : :
PAGLIA & VISCO,
2004
YEd-L 5 GTTAGTTATCTAATTTCGATTAGAA 3’ sense CG=24% 36.2 0.73
PEd-R 5" ACACCACTTACTATCCCTACC 3’ antisense CG=47.6% 195 ©AB282661.1©749256.1 421 0.018
®FN362675.1 2AB426549.1 ©AB282661.
2 2 2
°E-1 5' TAAGATGCACGAGAGCGAAA 3 sense CG=45% Autor ndo 02000, L B207050. 1 40.1 0.047
e _ ' ' . = 0, H = . = . = o
E-2 5 GTACAAAGGGCAGGGACGTA 3' antisense CG=55% informa X56991.1 ©Z49256.1 ® AF149906.1 40.1 0.047
LtAB282657.1 1tDQ286373.11tAF149910.1
PCR-NESTED
MULTIPLEX
EH-1 5' AAGCATTGTTTCTAGATCTGAG 3' sense CG=36.4% o 2AB282660.1 £AB282659.1 £AB282658.1 40.1 0.042
KHAIRNAR & PARIJA SSU rDNA EH-2 5' AAGAGGTCTAACCGAAATTAG 3' antisense CG=38.1% 2X56991.1 $X64142.1 £X65163.1 2.1 0.018
2007
PARIJA & KHAIRNAR
2007 ED-1 5' TCTAATTTCGATTAGAACTCT 3' sense CG=28.6% 421 0.018
PED-2 5' TCCCTACCTATTAGACATAGC 3' antisense CG=42.9% 174 ©249256.1 OAB282661.1 2.1 0.018
d 40.1 0.047
Mos-1 5' GAAACCAAGAGTTTCACAAC 3' sense CG=40%
9Mos-2 5' CAATATAAGGCTTGGATGAT 3' antisense CG=35% 553 ® AF149906.1 401 0.047
a — especifico para E. histolytica; £ Sequéncia do DNA da E. histolytica
b — especifico para E. dispar © Sequéncia do DNA da E. dispar
¢ — especifico para E. histolytica e E. dispar ® Sequéncia do DNA da E. moshkovskii
d — especifico para E. moshkovskii ¥t Sequéncia do DNA das espécie E. nuttalli, E. ecuadoriensis ou E. terrapinae
e — especifico para Entamoeba sp ® Sequéncia do DNA de Schistosoma mansoni
f — cada autor descreve um tamanho diferente do amplicon ©® Sequéncia da espécie Bos taurus
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=1865796&dopt=GenBank&RID=FYBM7VKA016&log$=nucltop&blast_rank=16
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=296694&dopt=GenBank&RID=FYBM7VKA016&log$=nucltop&blast_rank=17
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=415339&dopt=GenBank&RID=FYBM7VKA016&log$=nucltop&blast_rank=19
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=145698416&dopt=GenBank&RID=FYC0DYNY016&log$=nucltop&blast_rank=3
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=145698417&dopt=GenBank&RID=5FRVP6CS01R&log$=nucltop&blast_rank=3
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=145698415&dopt=GenBank&RID=FYBM7VKA016&log$=nucltop&blast_rank=4
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=145698414&dopt=GenBank&RID=FYBM7VKA016&log$=nucltop&blast_rank=5
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=9283&dopt=GenBank&RID=FYBM7VKA016&log$=nucltop&blast_rank=15
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=1212896&dopt=GenBank&RID=FYBM7VKA016&log$=nucltop&blast_rank=14
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=1865796&dopt=GenBank&RID=FYBM7VKA016&log$=nucltop&blast_rank=16
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=296694&dopt=GenBank&RID=FYBM7VKA016&log$=nucltop&blast_rank=17
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=415339&dopt=GenBank&RID=FYBM7VKA016&log$=nucltop&blast_rank=19
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=145698416&dopt=GenBank&RID=FYC0DYNY016&log$=nucltop&blast_rank=3
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=145698416&dopt=GenBank&RID=FYC0DYNY016&log$=nucltop&blast_rank=3
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=145698415&dopt=GenBank&RID=FYBM7VKA016&log$=nucltop&blast_rank=4
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=145698414&dopt=GenBank&RID=FYBM7VKA016&log$=nucltop&blast_rank=5
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=9283&dopt=GenBank&RID=FYBM7VKA016&log$=nucltop&blast_rank=15
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=145698417&dopt=GenBank&RID=5FRVP6CS01R&log$=nucltop&blast_rank=3
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=1212896&dopt=GenBank&RID=5FRVP6CS01R&log$=nucltop&blast_rank=16
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=227282312&dopt=GenBank&RID=6KV85W3N014&log$=nucltop&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=169636206&dopt=GenBank&RID=6KV85W3N014&log$=nucltop&blast_rank=2
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=145698416&dopt=GenBank&RID=6KV85W3N014&log$=nucltop&blast_rank=4
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=145698415&dopt=GenBank&RID=6KV85W3N014&log$=nucltop&blast_rank=5
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=145698414&dopt=GenBank&RID=6KV85W3N014&log$=nucltop&blast_rank=6
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=134026420&dopt=GenBank&RID=6KV85W3N014&log$=nucltop&blast_rank=8
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=415339&dopt=GenBank&RID=6KV85W3N014&log$=nucltop&blast_rank=14
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=296694&dopt=GenBank&RID=6KV85W3N014&log$=nucltop&blast_rank=15
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=9283&dopt=GenBank&RID=6KV85W3N014&log$=nucltop&blast_rank=16
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=1212896&dopt=GenBank&RID=6KV85W3N014&log$=nucltop&blast_rank=13
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=6625675&dopt=GenBank&RID=6KV85W3N014&log$=nucltop&blast_rank=11
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=145698413&dopt=GenBank&RID=6KV85W3N014&log$=nucltop&blast_rank=7
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=82698026&dopt=GenBank&RID=6KV85W3N014&log$=nucltop&blast_rank=9
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=6625679&dopt=GenBank&RID=6KV85W3N014&log$=nucltop&blast_rank=10
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=145698416&dopt=GenBank&RID=MZVW57PM012&log$=nucltop&blast_rank=3
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=145698415&dopt=GenBank&RID=MZVW57PM012&log$=nucltop&blast_rank=4
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=145698414&dopt=GenBank&RID=MZVW57PM012&log$=nucltop&blast_rank=5
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=9283&dopt=GenBank&RID=MZVW57PM012&log$=nucltop&blast_rank=12
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=296694&dopt=GenBank&RID=MZVW57PM012&log$=nucltop&blast_rank=14
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=415339&dopt=GenBank&RID=MZVW57PM012&log$=nucltop&blast_rank=15
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#145698416#145698416
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#145698416#145698416
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=1212896&dopt=GenBank&RID=6KV85W3N014&log$=nucltop&blast_rank=13
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#145698416#145698416
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#145698416#145698416
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=6625675&dopt=GenBank&RID=6KV85W3N014&log$=nucltop&blast_rank=11

Continuacdo: Quadro 3

— . . amplicon GenBank
Técnica Regiéo alvo Iniciadores e %CG (p b)
P SEQREF e comentario escore | valor-e
Gene codificante . , ) ° ® ®
PCR-Convencional de antigeno rico SRIEHP5. 5" GCTAGTCCTGAAAAGCTTGAAGAAGCTG 3 sense XM _643162.22M34438.1%£M80910.1 53.0 3e-06
em serina CG=46.4% 550pb 2AB253474.1 441 0.005
15 " anti =509 2 A2 . ) :
CLARK & DIAMOND 1993 (SREHP) SREHP3: 5 GGACTTGATGCAGCATCAAGGT 3’ antisense CG=50% AB253474.12M75948.1
©AB282661.1 £AB282660.1
PCR-Convencional 2AB282659.1 2AB282658.1
ItAB282657.1
CLARK, 1993 SSU rDNA ‘RD5 5 ATCTGGTTGATCCTGCCAGT 3’ sense CG=50.0% 1950 O autor afirma que a regido néo é 40.1 0.047
CLARK & DIAMOND 1992 ‘RD3 5 ATCCTTCCGCAGGTTCACCT 3 antisense CG=55.0% especifica. 40.1 0.047
RAMOS et al., 1999 A regido amplificada é conservada
RAMOS et al., 2005a existindo em varias espécies com
segref depositadas no genbenk.
#SRPEh5 5 CCTGAAAAGCTTGAAGAAGCTG 3’ sense CG=45.5% '553/549 XM 643162.2 2AB253474.1 44.1 0.006
*SRPEh3 5 AACAATGAATGGACTTGATGCA 3’ antisense CG=36.4% 2M34438.1 £M80910.1 441 0.006
PCR-NESTED
x *nSRPEN5 5 TGAAGATAATGAAGATGATGAAGATG 3’ sense CG=30.8% ° o 110 .
AYEH-KUMI et al., 2001 Aulores N30 | s1SRPEN3 5 TATTATTATCGTTATCTGAACTACTTCCTG 3' antisense | '452/450 e oA o
RAMOS et al., 2005a P CG=30.0% = = * 60.0
"SRPEA 5' GTAGTTCATCAAACACAGGTGA 3' sense CG=40.9% 567 @W%m%l 12) 44.1 0.006
SRPEd 5 CAATAGCCATAATGAAAGCAA 3’ antisense CG=33.3% ©W50.1(strain SAW142) 42.1 0.018
°Ehf: 5 AACAGTAATAGTTTCTTTGGTTAGTAAAA-3 sense CG=24.1% 2AB426549.12AB282660.1
PCR- REAL TIME %Ehr : 5 CTTAGAATGTCATTTCTCAATTCAT-3 Antisense CG=28% 2AB282659.1 2AB282658.1 58.0 9e-07
SSU rDNA Red-GCGAGCATT AGT ACA AAA TGG CCA ATT CAT TCA-GCTCGC- 134 2AB197936.1 £X56991.1 £Y11272.1 50.1 le-04
ROY et al., 2005 dR £X65163.1 £X65163.1 £X61116.1
£X75434.1 £X64142.1

a — especifico para E. histolytica
b — especifico para E. dispar

¢ — especifico para E. histolytica e E. dispar
d — especifico para E. moshkovskii
e — especifico para Entamoeba sp

£ Sequéncia do DNA da E. histolytica
© Sequéncia do DNA da E. dispar
® Sequéncia do DNA da E. moshkovskii

@ Sequéncia do DNA de Schistosoma mansoni

¥t Sequéncia do DNA das espécie E. nuttalli, E. ecuadoriensis ou E. terrapinae
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=183236693&dopt=GenBank&RID=FRMY329J01R&log$=nucltop&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=158994&dopt=GenBank&RID=FRMY329J01R&log$=nucltop&blast_rank=3
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=158992&dopt=GenBank&RID=FRMY329J01R&log$=nucltop&blast_rank=5
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=158992&dopt=GenBank&RID=FRMY329J01R&log$=nucltop&blast_rank=5
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=114650210&dopt=GenBank&RID=FRMY329J01R&log$=nucltop&blast_rank=2
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=114650210&dopt=GenBank&RID=FRMY329J01R&log$=nucltop&blast_rank=2
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=305075&dopt=GenBank&RID=FRMY329J01R&log$=nucltop&blast_rank=6
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=145698417&dopt=GenBank&RID=6PBV5MC201S&log$=nucltop&blast_rank=79
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=145698416&dopt=GenBank&RID=6PBV5MC201S&log$=nucltop&blast_rank=80
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=145698415&dopt=GenBank&RID=6PBV5MC201S&log$=nucltop&blast_rank=81
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=145698414&dopt=GenBank&RID=6PBV5MC201S&log$=nucltop&blast_rank=82
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=145698413&dopt=GenBank&RID=6PBV5MC201S&log$=nucltop&blast_rank=83
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=183236693&dopt=GenBank&RID=6STFWVMR016&log$=nucltop&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=114650210&dopt=GenBank&RID=6T452FAT014&log$=nucltop&blast_rank=8
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=158994&dopt=GenBank&RID=6T452FAT014&log$=nucltop&blast_rank=14
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=158992&dopt=GenBank&RID=6T452FAT014&log$=nucltop&blast_rank=15
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=183236693&dopt=GenBank&RID=6STFWVMR016&log$=nucltop&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=114650210&dopt=GenBank&RID=6T452FAT014&log$=nucltop&blast_rank=8
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=158994&dopt=GenBank&RID=6T452FAT014&log$=nucltop&blast_rank=14
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=158992&dopt=GenBank&RID=6T452FAT014&log$=nucltop&blast_rank=15
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=167381257&dopt=GenBank&RID=5FW3KB0W01R&log$=nucltop&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=305071&dopt=GenBank&RID=5FW3KB0W01R&log$=nucltop&blast_rank=12
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=305073&dopt=GenBank&RID=5FW3KB0W01R&log$=nucltop&blast_rank=11
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=169636206&dopt=GenBank&RID=YA770GDF016&log$=nucltop&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=145698416&dopt=GenBank&RID=YA770GDF016&log$=nucltop&blast_rank=2
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=145698415&dopt=GenBank&RID=YA770GDF016&log$=nucltop&blast_rank=3
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=145698414&dopt=GenBank&RID=YA770GDF016&log$=nucltop&blast_rank=4
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=134026420&dopt=GenBank&RID=YA770GDF016&log$=nucltop&blast_rank=5
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=9283&dopt=GenBank&RID=YA770GDF016&log$=nucltop&blast_rank=6
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=1865796&dopt=GenBank&RID=YA770GDF016&log$=nucltop&blast_rank=7
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=415339&dopt=GenBank&RID=YA770GDF016&log$=nucltop&blast_rank=11
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=415339&dopt=GenBank&RID=YA770GDF016&log$=nucltop&blast_rank=11
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=9286&dopt=GenBank&RID=YA770GDF016&log$=nucltop&blast_rank=10
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=577006&dopt=GenBank&RID=YA770GDF016&log$=nucltop&blast_rank=9
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=296694&dopt=GenBank&RID=YA770GDF016&log$=nucltop&blast_rank=8

Continuacdo: Quadro 3

FREITAS et al., 2003

2M16341.1 $M16340.1
Os iniciadores alinham-se apenas
seqref da E. histolytica

F GenBank
Técnica Regido alvo Iniciadores e %CG am(pl;)(;on
P SEQREF e comentario escore | valor-e
°End-239F: 5 ATTGTCGTGGCATCCTAACTCA 3 sense CG=45.5% 2AB282660.12X56991.1
PCR- REAL TIME Ehd-88R: 5 GCGGACGGCTCATTATAACA 3’ antisense CG=50.0% 172 2AB282659.12Y11272.1 441 0.005
SSU rDNA VIC-5_- TCATTGAATGAATTGGCCATTT -3_-nonfluorescent quencher 2AB282658.12X61116.1 401 0.041
VERWEL et al., 2004 2AB282657.12X75434.12X64142.1 : :
2X64142.1
°Entf: 5 GGATTGGATGAAATTCAGATGT 3’ sense CG=36.4% 2AB426549.1 ©AB282661.1
°Entr: 5 ATGTGTCCCTTTAAGAAGTGGT 3’ antisense CG=40.9% 2AB282660.1 2AB282659.1
PCR -RFLP SSU rDNA Enzima Ddel = (CTNAG/GANTC) 420 2AB282658.1 44.1 0.005
E. histolytica =240pb, 130pb e 50pb. 2AB197936.1©749256.1 44.1 0.005
NOVATI et al., 1996 E. dispar 290pb e 130pb. £X56991.12Y11272.1 £X89636.1
2X65163.1
2X64142.12X61116.1
Gene cysteina
PCR-Convencional proteinase 5 ®EhCP6F: 5 GTTGCTGCTGAAGAAACTTG 3’ sense CG=45% 249 XM _645845.2% 40.1 0.047
(EhCP5) ®EhCP6R: 5 GTACCATAACCAACTACTGC 3’ antisense CG=45% DQ899179.1£D0899178.1£X91644.2 40.1 0.047
FREITAS et al., 2003
£XM_650398.2 £XM 650064.2
£XM_001913751.1 £XM 651646.2
- i i 2 2 2
PCR-Convencional O ety | "Act3: 5 GGGACGATATGGAAAAGATC 3'sense CG=45% 200 rreoaZb2 sMIOSIOL WSSILL | 401 | 0.047
Act5: 5 CAAGTCTAAGAATAGCATGTG 3’ antisense CG=38.1% - : - 421 0.018

a — especifico para E. histolytica
b — especifico para E. dispar

¢ — especifico para E. histolytica e E. dispar

d — especifico para E. moshkovskii
e — especifico para Entamoeba sp

f — cada autor descreve um tamanho diferente do amplicon

% Sequéncia do DNA da E. histolytica
© Sequéncia do DNA da E. dispar

® Sequéncia do DNA da E. moshkovskii

1¥ Sequéncia do DNA das espécie E. nuttalli, E. ecuadoriensis ou E. terrapinae
® Sequéncia do DNA de Schistosoma mansoni

©® Sequéncia da espécie Bos taurus
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=145698416&dopt=GenBank&RID=FYCG6YVK01R&log$=nucltop&blast_rank=3
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=9283&dopt=GenBank&RID=FYCG6YVK01R&log$=nucltop&blast_rank=10
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=145698415&dopt=GenBank&RID=FYCG6YVK01R&log$=nucltop&blast_rank=4
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=1865796&dopt=GenBank&RID=FYCM3PUT016&log$=nucltop&blast_rank=22
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=145698414&dopt=GenBank&RID=FYCSGBTR011&log$=nucltop&blast_rank=3
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=9286&dopt=GenBank&RID=FYCG6YVK01R&log$=nucltop&blast_rank=14
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=145698413&dopt=GenBank&RID=FYCG6YVK01R&log$=nucltop&blast_rank=6
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=577006&dopt=GenBank&RID=FYCG6YVK01R&log$=nucltop&blast_rank=13
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=296694&dopt=GenBank&RID=FYCM3PUT016&log$=nucltop&blast_rank=23
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=296694&dopt=GenBank&RID=FYCM3PUT016&log$=nucltop&blast_rank=23
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=169636206&dopt=GenBank&RID=FA64SKK4012&log$=nucltop&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=145698417&dopt=GenBank&RID=FA64SKK4012&log$=nucltop&blast_rank=11
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=145698416&dopt=GenBank&RID=FA64SKK4012&log$=nucltop&blast_rank=12
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=145698415&dopt=GenBank&RID=FA5SE47U012&log$=nucltop&blast_rank=4
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=145698414&dopt=GenBank&RID=FA5SE47U012&log$=nucltop&blast_rank=5
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=134026420&dopt=GenBank&RID=FA5SE47U012&log$=nucltop&blast_rank=7
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=1212896&dopt=GenBank&RID=FA64SKK4012&log$=nucltop&blast_rank=19
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=9283&dopt=GenBank&RID=FA64SKK4012&log$=nucltop&blast_rank=20
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=1865796&dopt=GenBank&RID=FA5SE47U012&log$=nucltop&blast_rank=12
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=908848&dopt=GenBank&RID=FA64SKK4012&log$=nucltop&blast_rank=22
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=415339&dopt=GenBank&RID=FA64SKK4012&log$=nucltop&blast_rank=25
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=296694&dopt=GenBank&RID=FA5SE47U012&log$=nucltop&blast_rank=14
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=9286&dopt=GenBank&RID=FA5SE47U012&log$=nucltop&blast_rank=15
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=183233201&dopt=GenBank&RID=4W55S9F0016&log$=nucltop&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=114796865&dopt=GenBank&RID=4W55S9F0016&log$=nucltop&blast_rank=2
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=114796863&dopt=GenBank&RID=4W55S9F0016&log$=nucltop&blast_rank=3
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=5101679&dopt=GenBank&RID=4W55S9F0016&log$=nucltop&blast_rank=4
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=183233718&dopt=GenBank&RID=4W63VRGR013&log$=nucltop&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=183233047&dopt=GenBank&RID=4W63VRGR013&log$=nucltop&blast_rank=2
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=183232955&dopt=GenBank&RID=4W63VRGR013&log$=nucltop&blast_rank=3
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=183232182&dopt=GenBank&RID=4W63VRGR013&log$=nucltop&blast_rank=4
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=118430607&dopt=GenBank&RID=4W63VRGR013&log$=nucltop&blast_rank=14
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=290647&dopt=GenBank&RID=4W63VRGR013&log$=nucltop&blast_rank=15
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=158915&dopt=GenBank&RID=4W63VRGR013&log$=nucltop&blast_rank=16
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=158913&dopt=GenBank&RID=4W63VRGR013&log$=nucltop&blast_rank=17
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=158913&dopt=GenBank&RID=4W63VRGR013&log$=nucltop&blast_rank=17
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=158911&dopt=GenBank&RID=4W63VRGR013&log$=nucltop&blast_rank=18
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=158911&dopt=GenBank&RID=4W63VRGR013&log$=nucltop&blast_rank=18
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=158909&dopt=GenBank&RID=4W63VRGR013&log$=nucltop&blast_rank=19

Continuacdo: Quadro 3

; GenBank
. x - amplicon
Técnica Regido alvo Iniciadores e %CG (p b) ~scor

P SEQREF e comentario o valor-e

©XM_001739661.1©XM_001738989.1

©XM_001738704.1©XM_001738351.1

©XM_001737932.1©XM_001737799.1

©XM_001737278.1©XM _001737174.1

©XM_001737144.1©XM_001736359.1

Gene codificante | “HF: 5 AAGAAATTGATATTAATGAATATA 3’ sense CG=12.5% ©XM_001735152.1©XM_001734937.1
PCR —RELP de proteina com | °HR: 5 ATCTTCCAATTCCATCATCAT 3’ antisense CG=33.3% ©XM_001734803.1©XM_001734185.1 48.1 4e-04
30-kDa Enzima hinfl = GANTC 374 ©XM_001733877.1©XM_001733539.1 42.1 0.016

antigénica E. histolytica =155pb e 219pb. 2D00872.1©AB026184.1
HOOSHYAR etal., 2004 E. dispar =67, 152 e 155pb.
A analise da RFLP virtual concluiu a
formagédo de um Unico padrdo com 3
fragmentos (67, 152, 155pb), nas
sequéncias da E. histolytica e E. dispar.
N&o distinguindo as espécies.
®EHP1: 5 CGATTTTCCCAGTAGAAATTA 3 sense CG=33.3% 132
a, . ) ) H = 0,
PCR —MULTIPLEX Tandem no DNA EHP2: 5 CAAAATGGTCGTCTAGGC 3’ antisense CG=50.0% o rcia de alinh y )
circular extra- Ausefn_cnda te tal(;] amerr:to con|1_ ohgenorrsa, como também nao
0i detectado nenhuma alinhamento com sequéncia
g :,\TITE()SSeéf gl’ 22%%17 cromossomal PEdP1 5 ATGGTGAGGTTGTAGCAGAGA 3’ sense CG=47.6 depositada por outros pesquisadores.
" PEdP2 5 CGATATTGGATACCTAGTACT 3’ antisense CG=38.1% 96

a — especifico para E. histolytica
b — especifico para E. dispar

¢ — especifico para E. histolytica e E. dispar

d — especifico para E. moshkovskii
e — especifico para Entamoeba sp

2 Sequéncia do DNA da E. histolytica
© Sequéncia do DNA da E. dispar

® Sequéncia do DNA da E. moshkovskii

1¥ Sequéncia do DNA das espécie E. nuttalli, E. ecuadoriensis ou E. terrapinae
® Sequéncia do DNA de Schistosoma mansoni
f — cada autor descreve um tamanho diferente do amplicon © Sequéncia da espécie Bos taurus
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=167391300&dopt=GenBank&RID=FYC4GWGW014&log$=nucltop&blast_rank=3
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=167389674&dopt=GenBank&RID=FYC4GWGW014&log$=nucltop&blast_rank=4
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=167388950&dopt=GenBank&RID=FYC4GWGW014&log$=nucltop&blast_rank=5
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=167388017&dopt=GenBank&RID=FYC4GWGW014&log$=nucltop&blast_rank=7
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=167387003&dopt=GenBank&RID=FYC4GWGW014&log$=nucltop&blast_rank=8
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=167386639&dopt=GenBank&RID=FYC4GWGW014&log$=nucltop&blast_rank=9
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=167385398&dopt=GenBank&RID=FYC4GWGW014&log$=nucltop&blast_rank=10
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=167385145&dopt=GenBank&RID=FYC4GWGW014&log$=nucltop&blast_rank=11
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=167385067&dopt=GenBank&RID=FYC4GWGW014&log$=nucltop&blast_rank=12
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=167383115&dopt=GenBank&RID=FYC4GWGW014&log$=nucltop&blast_rank=15
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=167379600&dopt=GenBank&RID=FYC4GWGW014&log$=nucltop&blast_rank=18
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=167379087&dopt=GenBank&RID=FYC4GWGW014&log$=nucltop&blast_rank=19
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=167378581&dopt=GenBank&RID=FYC4GWGW014&log$=nucltop&blast_rank=20
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=167376975&dopt=GenBank&RID=FYC4GWGW014&log$=nucltop&blast_rank=21
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=167376266&dopt=GenBank&RID=FYC4GWGW014&log$=nucltop&blast_rank=22
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=167375329&dopt=GenBank&RID=FYC4GWGW014&log$=nucltop&blast_rank=23
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=217357&dopt=GenBank&RID=FYC4GWGW014&log$=nucltop&blast_rank=25
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=7416015&dopt=GenBank&RID=FYC4GWGW014&log$=nucltop&blast_rank=26

Continuacdo: Quadro 3

PEHNP2 5 CCACAGAACGATATTGGATACC 3’ antisense CG=45.5%

; GenBank
. Cn - amplicon
Técnica Regido alvo Iniciadores e %CG (p b) ~scor
P SEQREF e comentario o valor-e
O EN362675.1 £X56991.1 £X64142.1
PCR-Convencional ®Psp5 5° GGCCAATTCATTCAATGAATTGAG 3’ sense CG=37.5% £X65163.1 £AB282658.1 £AB282659.1 78.3 5e-04
’Psp3 5 CTCAGATCTAGAAACAATGCTTCTC 3’ antisense CG=40.0% 2AB282660.1 50'1 1le-04
CLARK & DIAMOND 1991 Ocorre alinhamento com segref de S. ’
MYJAK et al., 1997 mansoni.
MYJAK et al., 2000
RAMOS et al., 2000 SSU rDNA bNPspF 5 GGCCAATTTATGTAAGTAAATTGAG 3 sense CG=32.0% ~876
LEBBAD & SVARD 2005 bNPspR 5 CTTGGATTTAGAAACAATGTTTCTTC 3’ antisense
MORAN et al., 2005a CG=30.8% 50.1 le-04
MORAN et al., 2005b ©AB282661.1 ©749256.1 520 | 4e-05
RAMOS et al., 2005a
LEIVA et al., 2006
2X75434.1 ©AJ306927.1 44.1 0.006
Alinhamento com 66pb em cada seqref 50.1 le-04
151 ® EN362675.1 381 0.006
®EHP1 5 TCAAAATGGTCGTCGTCTAGGC 3’ sense CG=50.0% Alinhamento com 66pb da seqref de S. 678 1é—04
. *EHP2 5 CAGTTAGAAATTATTGTACTTTGTA 3’ antisense CG=24.0% mansoni.
PCR-Convencional
DNA de seguéncia
ROMERQ et al., 1992 altamente repetida OFEN365001.1
Alinhamento com 66pb da seqref de S. 724 0.006
mansoni. 100 1le-04
b ’ ’ —
EHNP1 5 GGATCCTCCAAAAAATAAAGT 3’ sense CG=33.3% 133 Auséncia de alinhamento

a — especifico para E. histolytica
b — especifico para E. dispar

¢ — especifico para E. histolytica e E. dispar

d — especifico para E. moshkovskii
e — especifico para Entamoeba sp

f — cada autor descreve um tamanho diferente do amplicon

2 Sequéncia do DNA da E. histolytica
© Sequéncia do DNA da E. dispar
® Sequéncia do DNA da E. moshkovskii

¥t Sequéncia do DNA das espécie E. nuttalli, E. ecuadoriensis ou E. terrapinae
® Sequéncia do DNA de Schistosoma mansoni

© Sequéncia da espécie Bos taurus
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=227282312&dopt=GenBank&RID=6RD3ZEZ501S&log$=nucltop&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=9283&dopt=GenBank&RID=6RD3ZEZ501S&log$=nucltop&blast_rank=12
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=296694&dopt=GenBank&RID=6RD3ZEZ501S&log$=nucltop&blast_rank=10
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=415339&dopt=GenBank&RID=6RD3ZEZ501S&log$=nucltop&blast_rank=9
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=145698414&dopt=GenBank&RID=6RD3ZEZ501S&log$=nucltop&blast_rank=4
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=145698415&dopt=GenBank&RID=6RD3ZEZ501S&log$=nucltop&blast_rank=3
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=145698416&dopt=GenBank&RID=6RD3ZEZ501S&log$=nucltop&blast_rank=2
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=145698417&dopt=GenBank&RID=5T7W0HN201S&log$=nucltop&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=1212896&dopt=GenBank&RID=5T7W0HN201S&log$=nucltop&blast_rank=3
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=577006&dopt=GenBank&RID=6T6Y8DMX014&log$=nucltop&blast_rank=4
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=13940250&dopt=GenBank&RID=6T6Y8DMX014&log$=nucltop&blast_rank=3
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=227282312&dopt=GenBank&RID=6T6Y8DMX014&log$=nucltop&blast_rank=2
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=227288086&dopt=GenBank&RID=6T6Y8DMX014&log$=nucltop&blast_rank=1

Continuacdo: Quadro 3

; GenBank
L x - amplicon
Técnica Regido alvo Iniciadores e %CG (p b) ~scor
P SEQREF e comentario o valor-e
©AJ3069.1
Alinhamento com 66pb da seqref de E. f(f)é (fqug
PCR-Convencional dispar.
ACUNA-SOTO et al. 1993 Tandem no DNA ®Eh1 ou P1: 5 TCAAAATGGTCGTCGTCTAGGC 3’ sense CG=50.0% ©X74960.1
. circular extra- ’Eh2 ou P2: 5 CAGTTAGAAATTATTGTACTTTGTA 3 antisense Alinhamento com 66pb da seqref de Bos 44.1 0.005
AGUIERRE et al., 1995 cromossomal CG=24.0% 125 taurus 50.1 1e-05
BRITTEN et al 1997 gt : :
VERWELJ et al ., 2000
2£EU022309.1£X70996.1£D10512.1 40.1 0.041
£D00871.12M35635.1 42.1 0.016
PCR-Convencional ’SSG5: 5 GGTCTCAAAAAACCCACGAG 3’ sense CG=50% ° ° °
Gene SSG "SSG3: 5 CAAACGATAAAATCTAGCAAACTAC 3 antisense CG=32% 400 “X75430.L AMB1ZL0.LLMO00 401 | 0.041
CLARK & DIAMOND 1993 O taman 0 do amplicon o foi de 649pb 50.1 le-04
(249pb acima do indicado pelo autores)

PCR- REAL TIME a . ) ,
Eh-S26C: 5 GTACAAAATGGCCAATTCATTCAACG- 3 sense Auséncia de alinhamento

CG=38.5% - - -
CALDERARO et al., 2006 SSU rDNA a - , . 310 Problemas na cadeia sense com auséncia no inicio das bases
BLESSMANN et al., 2002 CE(Q/: Ed3-;0225. 5 GAATTGATTTTACTCAACTCTAGAG-3  antisense TA e pela presenca das bases CG no final.

2AB426549.1 $AB282660.1
2AB282659.1 £AB282658.1
® EN362675.1©AB282661.10©249256.1

°E15 TTTGTATTAGTACAAA 3’ sense CG=24%
‘E2 5 GTA(A/G)TATTGATATACT 3’ antisense CG=G25% ou A18.0%

40.1 0.047
40.1 0.047

PCR-NESTED
AYEH-KUMI et al., 2001 SSU IDNA ’EH1 5 AATGGCCAATTCATTCAATG 3 sense CG=35.0% 900 Auséncia de alinhamento na segunda etapa da PCR-
HAQUE et al., 1998 *EH2 5 TTTAGAAACAATGCTTCTCT 3’ antisense CG=30.0% NESTED
KATZWINKEL-
WLADARSCH et al., 1994
"ED1 5 AGTGGCCAATTTATGTAAGT 3’ sense CG=35.0% 40.1 0.047
"ED2 5 TTTAGAAACAATGTTTCTTC 3' antisense CG=25.0% ©AB282661.10749256.1 401 | 0.047
a — especifico para E. histolytica £ Sequéncia do DNA da E. histolytica
b — especifico para E. dispar © Sequéncia do DNA da E. dispar
¢ — especifico para E. histolytica e E. dispar ® Sequéncia do DNA da E. moshkovskii
d — especifico para E. moshkovskii ¥t Sequéncia do DNA das espécie E. nuttalli, E. ecuadoriensis ou E. terrapinae
e — especifico para Entamoeba sp ® Sequéncia do DNA de Schistosoma mansoni
f — cada autor descreve um tamanho diferente do amplicon ©® Sequéncia da espécie Bos taurus
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=402175&dopt=GenBank&RID=GSUMSGP4016&log$=nucltop&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=154125286&dopt=GenBank&RID=EWES8CJP01R&log$=nucltop&blast_rank=8
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=399673&dopt=GenBank&RID=EWES8CJP01R&log$=nucltop&blast_rank=15
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=217355&dopt=GenBank&RID=EWES8CJP01R&log$=nucltop&blast_rank=16
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=217353&dopt=GenBank&RID=EWES8CJP01R&log$=nucltop&blast_rank=17
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=158935&dopt=GenBank&RID=EWES8CJP01R&log$=nucltop&blast_rank=19
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=577006&dopt=GenBank&RID=FRKNFXK901R&log$=nucltop&blast_rank=2
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=158991&dopt=GenBank&RID=FRKNFXK901R&log$=nucltop&blast_rank=3
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=158954&dopt=GenBank&RID=FRKKCTBM01R&log$=nucltop&blast_rank=3
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=169636206&dopt=GenBank&RID=FY92XHRV014&log$=nucltop&blast_rank=3
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=145698416&dopt=GenBank&RID=6TCNBMRX01N&log$=nucltop&blast_rank=10
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=145698415&dopt=GenBank&RID=6TCNBMRX01N&log$=nucltop&blast_rank=11
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=145698414&dopt=GenBank&RID=6TCNBMRX01N&log$=nucltop&blast_rank=12
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=227282312&dopt=GenBank&RID=6TCNBMRX01N&log$=nucltop&blast_rank=4
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=145698417&dopt=GenBank&RID=5FR0KEWA01R&log$=nucltop&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=1212896&dopt=GenBank&RID=5FR0KEWA01R&log$=nucltop&blast_rank=3
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=145698417&dopt=GenBank&RID=5FR0KEWA01R&log$=nucltop&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=1212896&dopt=GenBank&RID=5FR0KEWA01R&log$=nucltop&blast_rank=3

5.5.2. Padronizagéo da PCR

A deteccao e a diferenciacéo da E. histolytica e da E. dispar a partir de cultivo
in vitro do material fecal, demandam maior tempo e custo, e requerem profissionais
capacitados para execucao da técnica e identificacdo dos trofozoitos. Porém os
parasitos obtidos de cultivo sdo mais adequados como fonte de material para a
execucao da técnica da PCR, devido a menor quantidade de contaminantes que
poderiam inibir a reagcdo, e maior concentragdo de DNA alvo (LANTZ et al., 1997,
HOOSHYAR et al., 2004).

O desafio do presente trabalho foi amplificar amostras de DNA extraido
diretamente de fezes sem conservante, sem o cultivo prévio do parasito, com a
finalidade de padronizar um método de relativamente facil execucdo, menor custo e
tempo.

Um dos fatores criticos para éxito da PCR é a extracdo do DNA das fezes. Os
melhores resultados tém sido obtidos pela utilizacdo de kits de extracdo, sendo o
QlAamp DNA Stool Mini Kit (Quiagen®) amplamente utilizado para este fim
(EVANGELOPOULOS et al., 2000, 2001; FREITAS et al., 2004; GONIN & TRUDEL,
2003; HECKENDORN et al., 2002; PAGLIA & VISCA, 2004; VERWEIJ et al., 2000).
No presente estudo foi utilizado o kit Stool PSP (Invitek®), de menor custo e que
apresentou resultados semelhantes ao QIAamp (dados ndo mostrados).

O desempenho da técnica foi avaliado variando-se a quantidade de
iniciadores. Foram testadas as concentracdes de 10pm e 20pm, como descrito por
Pinheiro e colaboradores (2004) e Rivera e colaboradores (1996), respectivamente.
N&o foi observada diferenca na PCR realizada com estas diferentes concentracdes
de iniciadores no caso da E. histolytica. Para E. dispar, aparentemente, a
concentracédo de 20pm apresentou melhor resultado (Figura 11).

Para estudar a especificidade da PCR foram avaliadas amostras de fezes
positivas pela microscopia para outros parasitos como Ascaris lumbricoides,
Trichures trichiura, Ancylostomatidae, Strongyloides stercoralis, Enterobius
vermicularis, Schistosoma mansoni, Hymenolepis nana, Giardia lamblia, Entamoeba
coli e Endolimax nana. N&o houve amplificacdo do DNA em nenhuma dessas
amostras, tanto frente a iniciadores desenhados para E. histolytica (pl1lplus/pl12plus)
como para E. dispar (p13plus/pl4plus) (Figura 12). A especificidade foi igualmente

testada para verificar se os iniciadores desenhados para E. histolytica amplificavam
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fragmentos génicos da E. dispar e vice-versa. Ambos os iniciadores foram espécie
especificos ndo havendo formacao de amplicons em nenhuma das situacdes (Figura

13). Este achado corrobora com os resultados da analise virtual dos iniciadores.

10pm 20pm
——

Figura 11 — Gel de Agarose 3%. Poco M: Marcador de
peso molecular de 20pb (Invitrogen®); Pocos 1 e 2:
amplicom da E. histolytica (100pb) com 10pm e 20pm,
respectivamente; Pocos 3 e 4: amplicom da E. dispar
(101pb) 10pm e 20pm, respectivamente; Pogo O05:
Controle negativo para ambas as espécies.

Figura 12 — Gel de Agarose 3%. Poco M: Marcador de peso
molecular ¢ X 174 RF (Promega®); Pocos 1 e 2: Controle
positivo E. histolytica (100pb) e E. dispar (101pb),
respectivamente; Pocos 3 a 7 amostras de fezes positivas para
diferentes espécies de parasitos; Poco 3: Ascaris lumbricoides,
Trichures trichiura; Poco 4: Ancylostomatidae, Strongyloides
stercoralis; Poco 5: Enterobius vermicularis, Schistosoma
mansoni Poco 6: Hymenolepis nana, Giardia lamblia ; Poco 7:
Entamoeba coli e Endolimax; Poco 8: Controle negativo para
ambas as espécies.
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Figura 13 — Gel de Agarose 3%. Poco M: Marcador de peso
molecular de 20pb (Invitrogen®):; Pocos 1 e 3: Controle
positivo da E. histolytica (100pb) e E. dispar (101pb),
respectivamente; Poco 2: amostra com DNA da E. dispar
amplificado com iniciadores para E. histolytica; Pogo 4:
amostra com DNA da E. histolytica amplificado com
iniciadores para E. dispar.

No presente estudo n&o foi realizado o teste de sensibilidade para
determinacdo da quantidade minima DNA extraido de cistos de Entamoeba
detectado pela PCR. Os resultados de Rivera e colaboradores (1996) sugerem uma
boa sensibilidade da PCR, com a deteccdo de no minimo cinco cistos com 0s
iniciadores pl1plus/p12plus e pl13plus/plaplus.

A reprodutividade foi avaliada durante os experimentos da padronizagao,
realizados sempre em duplicata, ndo existindo nenhuma discordancia nos

resultados. ApOs a padronizacgdo iniciou-se a avaliacdo nas amostras dos escolares.

5.5.3. Prevaléncia da Entamoeba histolytica e E. dispar pela PCR.

Das 64 amostras positivas a microscopia para o complexo E. histolytica/E.
dispar submetidas a PCR, 1,4% (14/1.003) foi positiva somente para E. histolytica e
3,6% (36/1.003) para E. dispar. A prevaléncia de infec¢cdo por ambas as espécies foi
de 1,4% (14/1.003) (Tabela 7). Considerando os pacientes mono e co-infectados
pelas duas espécies de Entamoeba, a prevaléncia de amebiase nos escolares foi
igual a 2,8% (28/1003), e da E. dispar foi de 5,0% (50/1.003), sendo significativa a
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diferenca entre as proporcdes (p<0,05). A ocorréncia de E. dispar foi 4,6 vezes maior
que a E. histolytica [OR: 4,6 (IC95%: 1,9 — 10,7) p<0,01; y* 14,47].

Tabela 7 — Prevaléncia da E. histolytica e E. dispar através da
PCR nos escolares da rede publica da cidade de Macei6-AL.

L e PCR
Espécies Identificadas
n %
E. histolytica 14 1,4
E. dispar 36 3,6
E. histolytica e E. dispar 14 1,4
Total 64* 6,4

*Amostras positivas a microscopia Gtica para o complexo E. histolytica/
E. dispar

A prevaléncia de amebiase é extremamente varidvel no mundo. Na
Nicaragua, em um trabalho que avaliou amostras de 134 individuos com diarréia,
foram encontrados 6% de casos de infec¢do pelo complexo E. histolytica/E. dispar.
Quando submetidas & PCR, a E. histolytica foi diagnosticada em dois (1,5%)
individuos e a E. dispar em dez (7,5%) pacientes (LEIVA et al., 2006). No entanto,
em outros locais ha relatos da ocorréncia de amebiase bem superiores ao
observado no presente inquérito. Em uma comunidade rural do México, utilizando a
PCR como método diagnéstico, foram observadas prevaléncias de 13,8% e 9,6%
para E. histolytica e E. dispar, respectivamente (RAMOS et al., 2005b). Na
Australia, o exame laboratorial pela PCR de amostras de pacientes com diarréia,
detectou 5% de pacientes com infeccao pela E. histolytica, 70,8% pela E. dispar e
61,8% pela E. moshkovskii (FOTEDAR et al., 2007b).

No Brasil, ha ainda uma caréncia de dados epidemiol6gicos baseados na
PCR relativos a ocorréncia da amebiase. No Rio de Janeiro, foram avaliados 127
amostras de fezes de duas comunidades pela PCR-Multiplex e ELISA, sendo
observado 7,1% de amostras com E. dispar e 1,6% de casos de E. histolytica,
indicando a presenca da amebiase na regido investigada (SANTOS et al., 2007).
Em Jodo Pessoa, Paraiba, a E. histolytica, foi diagnosticada em 5,8% dos casos de
diarréia (MORENO et al., 2010). Estes dados contrastam com trabalhos conduzidos
em Pernambuco, estado no qual ndo foi detectado, até o presente, nenhum caso de
infeccdo pela E. histolytica (PINHEIRO et al.,, 2004), sendo de fundamental
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importancia a realizagdo de inquéritos para determinar o perfil epidemiolégico da
amebiase em todo o territorio brasileiro. No entanto, a necessidade de profissionais
qualificados e o custo elevado tanto dos reagentes como dos equipamentos
necessarios para o procedimento, limitam o uso desta técnica (HUSTON & PETRI,
1999).

5.6. ENSAIO IMUNOENZIMATICO - ELISA

5.6.1. Prevaléncia da Entamoeba histolytica pelo ELISA

Dos 1.003 examinados, foram identificados 30 casos (3,0%) de amebiase
pela pesquisa de coproantigeno pelo ELISA (Figurald). A média de idade dos
escolares com o parasito foi de 10 = 6,8 anos (Tabela 8). Observou-se uma maior
percentagem de infectados no grupo de 12-15 anos (3,9%). No entanto,
comparando-se com 0s demais grupos etarios ndo houve significancia estatistica
(p<0,05).

Tabela 8 — Prevaléncia da amebiase de acordo com faixa etaria nos
escolares da rede publica da cidade de Macei6-AL.

_ _ Diagnastico
Faixa etaria (anos) n : :
Microscopia* ELISA** PCR
4-7 239 13 (5,4%) 8 (3,3%) 8 (3,3%)
8-11 508 35 (6,9%) 12 (2,4%) 10 (2,0%)
12-15 256 16 (6,3%) 10 (3,9%) 10 (3,9%)
Total 1.003 64 (6,4%) 30 (3,0%) 28 (2,8%)

*Deteccéo pela microscopia de cistos do complexo E. histolytica/E. dispar
** Deteccdo do antigeno da E. histolytica pelo ELISA

O presente resultado € consistente com outros estudos epidemiolégicos que
indicam igualmente que o risco de transmissdo independe da idade (POVOA et al.,
2000; RIVERO et al., 2009). No entanto, na literatura existem relatos controversos
que correlacionam prevaléncia e faixa etaria. Foi observada maior freqiéncia da
infeccdo em individuos de 6 a 14 anos (PEREZ et al., 1997; BRAGA et al., 1996),
contrastando com dados que indicam maior nimero de casos de amebiase em
pacientes acima de 16 anos (KOBAYASHI et al., 1995). Por sua vez, Rivera e
colaboradores (1996) nas Filipinas, trabalhando com faixas etarias mais amplas,

observaram maior prevaléncia de amebiase na faixa etaria de 5-14 anos, com
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redugéo da prevaléncia da infeccdo coincidindo com o aumento da idade. Os
autores sugerem a diminuicdo da exposicdo as fontes de infeccdo na idade adulta,
associada ao um conhecimento acerca das formas de transmissao. Outra hipétese é
o desenvolvimento de um certo grau de imunidade protetora contra a E. histolytica
apos anos consecutivos de exposicdo ao parasito.

Os casos de amebiase em Macei6 foram identificados em estudantes de 11
das 16 escolas visitadas, oriundos de 16 bairros da cidade (Figura 15). Nenhum dos
casos positivos pelo ELISA viajou para outro estado nos ultimos seis meses,
sugerindo a autoctonia dos casos identificados.

O ensaio imunoenzimético tem sido eleito como método de escolha para
pesquisa de antigeno de E. histolytica em diferentes areas endémicas no mundo
(HAQUE et al., 1995, 1997, 1998; ABD-ALLA et al., 2002; SAMIE et al., 2006).

No Brasil, inquéritos baseados na pesquisa de coproantigenos especificos
para E. histolytica tem sido realizados para detectar a ocorréncia de amebiase no
pais. Em Pernambuco, a aplicacdo dos métodos de andlise isoenziméatica, reacao
em cadeia de polimerase (PCR) e ensaio imunoenzimatico (ELISA) ndo detectaram
a presenca da E. histolytica, apenas da E. dispar (ACA et al., 1994; PINHEIRO et al.,
2004; DOURADO et al.,, 2006). Vale ressaltar, que o fluxo migratério entre a
populacdo de Pernambuco e Alagoas é grande, evidenciando a necessidade de
medidas de controle e monitoramento da endemia em Macei6-AL. Tomé & Tavares
(2007), a exemplo do que relatado para Pernambuco, ndo detectaram casos de
amebiase entre 262 individuos amostrados do municipio de S&o Leopoldo, no Rio
Grande do Sul. Em Fortaleza, Braga e colaboradores (1998) detectaram 10,6% de
prevaléncia para amebiase pelo método de ELISA. Trés anos depois, Braga e
colaboradores (2001), utilizando o mesmo método, detectaram 14,9% de prevaléncia
da infec¢do causada pela E. histolytica.

No Brasil, até 0 momento, a situacdo € mais grave na regido norte do pais.
Em Belém-Para, Pbvoa e colaboradores (2000) observaram uma positividade para
E. histolytica pelo ELISA de 29%. Posteriormente Silva e colaboradores (2005),
utiizando mesmo método detectaram positividade semelhante (29,4%),
considerando a amebiase como sério problema de saude publica da regiao
metropolitana da cidade. Em Manaus-Amazonas, a prevaléncia da infeccao foi de
6,8%, sendo identificados os seguintes fatores de risco: local de residéncia, idade,
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ingestdo de vegetais crus, qualidade da agua consumida, numero de cémodos e
quartos por moradia e infeccdo por outros protozoarios (BENETTON et al., 2005).

Controle Controle
positivo negativo

Figura 14 — Ensaio imunoenzimético (ELISA) para
deteccdo de antigeno de Entamoeba histolytica em
amostras fecais.
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Figura 15 — Mapa da cidade de Macei6-AL: Caracterizacdo geografica dos
casos de amebiase nos escolares da rede publica de ensino.
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5.7. COMPARACAO DAS TECNICAS PARA O DIAGNOSTICO DA
AMEBIASE.

5.7.1. Microscopia otica versus ELISA e PCR

Para determinar a eficacia da microscopia éptica no diagnostico especifico
para amebiase foi calculado o valor preditivo positivo (VPP) utilizando como padréo-
ouro a PCR e o ELISA. O resultado do VPP foi de 46,87% e 43,75% para o ELISA e
a PCR respectivamente, ndo havendo diferenca estatistica entre estes
valores(p>0,05) (Figura 16). Nao foi calculado o valor preditivo negativo uma vez que
nao foi feito o estudo das amostras negativas.

Este resultado ndo é de todo surpreendente, pois varios autores verificaram
uma baixa eficiéncia (VPP) da microscopia para deteccdo dos casos verdadeiro-
positivos de amebiase quando comparado a métodos especificos.

Nesbitt e colaboradores (2004), na Tanzania, detectaram 1% de prevaléncia
para E. histolytica e VPP de 43% pela microscopia utilizando o ELISA, resultado
este, semelhante ao observado no presente estudo. Duarte (2006) avaliando 1.798
escolares de Macei6-AL constatou 26,4% de VPP para microscopia utilizando como
referéncia o ELISA. Pillai e colaboradores, (1999) avaliando 112 pacientes do grupo
de risco para amebiase (imigrantes de areas endémicas, homossexuais masculinos
e viajantes dos Ultimos seis meses para area endémica) detectaram baixa
sensibilidade e VPP para a microscopia (70,4% e 27,3%, respectivamente) em
relacdo a pesquisa de antigeno.

Na Arabia Saudita, foram avaliadas 186 amostras fecais pela microscopia e
pesquisa de antigeno (ELISA). A microscopia identificou 31,3% de amostras com
cistos do complexo E. histolytica/E. dispar, com confirmacdo da presenca da E.
histolytica em apenas cinco dos pacientes, demonstrando a necessidade da
utilizacéo de técnicas especificas para o diagnoéstico da amebiase (BARNAWI et al.,
2007).

Diversas pesquisas confirmam que o diagnostico pela microscopia Optica é
responsavel pelo diagnéstico de falso-positivos para a amebiase. Além da
impossibilidade de diferenciar a E. histolytica da E. dispar, o microscopista pode
confundir a E. histolytica com outras espécies de Entamoeba que colonizam o
intestino grosso (PILLAI et al., 1999; TANYUKSEL e PETRI, 2003 DOGANCI et al.,
2004).
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Técnicas mais eficientes que permitam a diferenciacdo devem ser executadas e
desenvolvidas, a fim de evitar o tratamento desnecesséario quando somente a E. dispar esta
presente, como recomendado pela Organizacdo Mundial de Saude/Organizacdo Pan-
Americana de Satude (OMS/OPS/UNESCO, 1997).

30 (ELISA)X100 28 (PCR) X100
VPP = = 46,87% VPP = ———2—"—— 43,75%

64 64

Figura 16 — Determinacdo do valor preditivo positivo da
microscopia Optica em relagdo a métodos especificos como:
ELISA e PCR.

5.7.2. ELISA versus PCR

O ensaio imunoenzimatico para detec¢cdo de antigeno do parasito foi
utilizado como padrdo-ouro. E uma técnica ja padronizada, disponivel
comercialmente e apresenta, segundo a literatura, sensibilidade e especificidade
superiores a 85%. Além disso, ndo necessita de profissionais com alto grau de
treinamento devido a simplicidade de sua execucdo (GONZALEZ-RUIZ et
al.,1994b).

Haque e colaboradores (1998) detectaram uma correlacdo de 94% do
ELISA com a PCR e analise isoenzimatica, sugerindo o ELISA como uma boa
ferramenta para inquéritos epidemioldgicos. Gonin & Trudel (2003) encontraram
menor sensibilidade do ELISA para diagnéstico especifico da infeccdo por
Entamoeba em relagdo a PCR, no entanto o indice de concordancia foi considerado
satisfatorio (Kappa=0,66).

No presente estudo, a sensibilidade e especificidade da PCR frente ao ELISA
foram de 93,3% e 100%, respectivamente, apresentando indice de concordancia
considerado excelente (Kappa=0,96) (Tabela 8 e Figura 17). A sensibilidade da PCR
foi elevada (93,3%), sendo equivalente a PCR padronizada por Nufies e
colaboradores (2001). Estes autores obtiveram 94% de sensibilidade quando

realizaram PCR-Multiplex em amostras de fezes. A alta especificidade da técnica
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reflete os dados da literatura (VERWEIJ et al., 2000, 2004; BLESSMANN et al.,
2002; NUNES et al., 2001) (Figura 17).

Tabela 8 — Comparacdo do resultado do Ensaio Imunoenziméatico com a
Reacdo em Cadeia da Polimerase em 64 amostras de fezes positivas na
microscopia em escolares da rede publica de ensino da cidade de Maceid-AL.

Ensaio Imunoenzimatico

PCR Positiva Negativa Total
Positivo 28 0 28
Negativo 2 34 36
Total 30 34 64
28 X100
Sensibilidade = — = 93,3% Especificidade :M = 100%
28+2 34+0
34 X100 28 X100
VPN = —— = 94,4% VPP = ———— = 100%
2+34 28 +0

Figura 17 — Avaliacdo da sensibilidade, sensibilidade, valor preditivo
positivo e negativo da PCR versus ELISA.

Véarios fatores podem contribuir para a obtencao de resultados falso negativos
pela PCR. A amplificacdo do DNA pode ser limitada pela presenca de substancias
capazes de degradar DNA, tais como conservantes. Todas as amostras analisadas
no presente trabalho foram coletadas e armazenadas sem substancias tais como
formol, o conservante mais utilizado para transporte e preservacédo das fezes. No
entanto, Lebbad & Svard, (2005) avaliando amostras fecais pela PCR em paralelo,
com e sem conservante, constataram que a presenca de conservante nao inibiu a

reacdo. Os autores sugerem que o tempo de exposicdo da amostra a temperatura
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ambiente é o principal fator que pode provocar uma rapida degradacdo do DNA do
parasito.

Outro aspecto de que pode afetar a reacdo de amplificacdo é a presenca de
inibidores da atividade enzimética da Taqg polimerase. As fezes apresentam maior
complexidade quando utilizadas no diagnéstico molecular, devido a dificuldade de
purificacdo do DNA. A abundancia de substancias inibidoras da amplificacdo pode
gerar resultados falsos negativos (WILDE et al.,, 1990; LANTZ et al., 1997,
MONTEIRO et al., 1997; OIKARINEN et al., 2009). No kit utilizado para extragcéo do
DNA das fezes dos escolares, havia um tratamento especifico para retirada de
impurezas que pudessem interferir na reagao.

E provavel que o tempo de armazenamento das fezes entre a coleta e
execucao da técnica (15 meses), tenha comprometido a amplificacdo da sequéncia
alvo de alguma amostra fecal, pois durante este periodo pode ter ocorrido
degradacéao de parte do DNA.

Quando se compara o ELISA (pesquisa de antigeno) versus a PCR para o
diagnéstico especifico na rotina dos laboratérios de analise clinicas, o primeiro
apresenta mais vantagens devido ao menor custo e tempo de execucao, dispensa
de treinamento especifico do laboratorista, e por ser um método mais simples de ser
executado se comparado a PCR.

Verweij e colaboradores (2004) utilizando a PCR em tempo real — Multiplex,
obtiveram excelente sensibilidade e especificidade quando comparado a
microscopia Optica, comprovando a baixa eficiéncia da microscopia na deteccéo
dos verdadeiros positivos e negativos. Entretanto o custo, a necessidade de
equipamentos especiais e a complexidade de execucdo da técnica aumentam
consideravelmente o valor da pesquisa do parasito em fezes.

A popularizacdo da PCR para diagnostico laboratorial de diferentes
enfermidades infecciosas e nao infecciosas, € promissora. Com reducédo dos custos
dos reagentes e equipamentos, e ampliacdo do namero profissionais capacitados
tem proporcionado a utilizagcdo da PCR ndo apenas nos laboratérios de pesquisa,
mas também nos setores publicos e privados. Vale ressaltar que, no caso especifico
da amebiase, a PCR € a unica técnica capaz de identificar infeccdes mistas
realcando sua importdncia como ferramenta em inquéritos epidemiologicos
(HUSTON et al., 1999).
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Vérios autores sugerem que tanto a deteccdo de antigeno pelo ELISA, como
a amplificacdo especifica de fragmentos génicos pela PCR, sdo adequados para o
diagnostico especifico para amebiase. A escolha do método dependera sempre do
orcamento e o tipo de estudo que se pretende realizar (MIRELMAN et al., 1997,
HAQUE et al., 1998; STARK et al., 2008).
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A alta prevaléncia de enteroparasitos deve-se a provavelmente a baixa renda
familiar, deficiéncia no saneamento basico e a falta de cuidados em relacéo
agua consumida pela familia, expondo as criancas ao risco de novas infeccdes e

promovendo a manutencéo da transmisséo das parasitoses.

Os iniciadores selecionados através da analise virtual in silico apresentaram
bom desempenho in vitro, sendo capazes de amplificar segmentos génicos

especificos da E. histolytica e E. dispar.

A metodologia padronizada da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) para o
diagnéstico especifico da E. histolytica e E. dispar em amostra de fezes
mostrou-se uma ferramenta viavel para discriminacdo da infeccdo em inquéritos

epidemioldgicos.

O ensaio imunoenzimatico (ELISA) e a PCR sado adequados para diagndstico
da E. histolytica, apresentando indices semelhantes de sensibilidade e
especificidade, entretanto o ELISA é menos laborioso, sendo de rapida e facil

execucao.

A prevaléncia da E. dispar é 4,6 vezes maior que a E. histolytica na populacdo

escolar estudada.
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Nome da pesquisa: Amebiase intestinal. Discriminagcdo da infeccdo causada pela
Entamoeba histolytica e E. dispar utilizando a Reacdo em Cadeia da Polimerase
(PCR) em criancas em idade escolar da cidade de Macei6-AL.

Pesquisador responsavel: Eliana Maria Mauricio da Rocha

Eu, abaixo assinado, responsavel pelo(s) menor (es)

concordo que o(s) mesmo(s) participe(m) desta pesquisa sobre a presenca de
ameba nas criancas das escolas publicas da cidade de Maceid. Sei que a razéo
deste estudo € saber se existe ameba nas fezes das criancas e/ou adolescentes da
nossa cidade.

Fui esclarecido sobre as perguntas que serdo feitas através de um
questionario, como também sobre a coleta de fezes para realizacdo de exames no
laboratério. Estou ciente de que serdo doados os potes para coleta das fezes e que
ndo terei nenhuma despesa com 0s exames a serem realizados. Também estou
ciente que receberei os resultados dos exames que serdo mantidos em sigilo e que
0s escolares parasitados detectados deverédo ser indicados ao tratamento.

Fui informado dos beneficios que esta pesquisa podera trazer. Admito
que todas as minhas duvidas foram esclarecidas pelos responsaveis por esta
pesquisa. Fui informado também que quando os resultados desta pesquisa forem
apresentados, ndo serao revelados dados que possam identificar minha crianga e/ou
adolescente.

Sei que tenho a liberdade de retirar meu consentimento a qualquer
momento e deixar de participar do estudo, sem que isto traga prejuizo para minha
crianca e/ou adolescente.

Visto que nada tenho contra a pesquisa, concordo em assinar o presente
termo de consentimento

Maceio, / /

Assinatura do responsavel

Assinatura do pesquisador
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Apéndice 2
Questionario
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QUESTIONARIO

Questionario n° ( ) EPF n° ( )

Entrevistado Idade Parentesco com a
crianca,

DADOS INDIVIDUAIS

Nome da crianca:
Sexo: [J 1-Masiino 2-Feminino Data de nascimento / /
Naturalidade

Endereco residencial: Bairro:
Escola Estadual:

Bairro:

DADOS SOCIO-AMBIENTAIS

1 - Qual o tipo de moradia?
[Ji-Alvenaria [J 2-taipa [J 3- mista [J 4- outra opgéo
2 - Qual a origem da &gua utilizada para beber?

[ 1-rede pablicad  2- pP 3-agua indud_plizada [J 4-acude 5-outra
opgéo
3 — Qual a origem da agua utilizada para lavar as loucas e os alimentos?

[ 1-rede publicad 2- p[b 3-agua indus[}lizada [0 4-acude 5-outra
opgéo
4 - Vocé faz algum tipo de tratamento da agua antes de utiliza-la para beber ?

[C1-Clorar a agu{] 2-itralJa  agua O 3-ferver a agua 4-outra
opgéo
5 - Vocé faz algum tipo de tratamento da agua antes de utiliza-la para cozinhar?

[C1-Clorar a agu{] 2-iltralJa  agua O 3-ferver a agua 4-outra
opgao
6 — A sua casa tem banheiro] [h-sim 2- ndo CASO ndo: Qual a
solucao?

7 - Tem sanitario? [J1-sim [J 2-ndo
8 - O banheiro tem 4gua encanada para o sanitario? [ 1-sim [ 2-ndo

9 - Qual o destino dos dejetos do banheiro[] 1-Jsa 2-a céu[perto 3-OUTROS
10 - Viajou ou chegou de algum estado nos ultimos 6 meses? O 1-sim O 2-n30
Sim (onde?):

DADOS SOCIO- ECONOMICO

11 - Moradia situacgo: [Jl-propria [P-alugada [J-cedida [Jinvadida [Js-outro:
12 - Renda familiar: [J 1-Um salario [] 2-Dois salarios[]] 3-Trés salario[] 4- > ou <. Quanto?

13 - N® de pessoas na casa:
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14 — Bens.

BENS

Quantidade

Pontos

Televisdo em cores

Radio

Banheiro

Automovel

Empregada mensalista

Aspirador de pé

Maguina de lavar

Videocassete e/ou DVD

Geladeira

Freezer (aparelho independente ou parte da geladeira duplex)

Total de pontos

15 - Grau de instrucé@o do chefe da familia?

Grau de instrucédo

adicionar X

Pontos

Analfabeto / Primario incompleto

Primario completo / Ginasial incompleto

Ginasial completo / Colegial incompleto

Colegial completo / Superior incompleto

Superior

Total de pontos

Entrevistador:

Data:
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ANEXO
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Aprovacio do Comité de Etica

. - UNIVERSIDADE FEDERAL DE ALAGOAS
B ~ COMITE DE ETICA EM PESQUISA

Maceio —AL, _ 0 3 ['Q 5/ ‘26___
Senhor (a) Pesquisador (a),

O Comité de Etica em Pesquisa (CEP), reunido em {3 Z 04 /¢ Oé__ e com

base no parccer emilido pelo (a) relator (a) do processo n® _01(5 33 /2005 - 1S
sob o twlo . y ,

. 5 . WS~ . o~

de sua autoria, vem por meio deste insttwnento comunicar sua 2Rrovacdo com base
no item VII.13, b, da Resolug@o n® 196/96.

OQulrossim, recomendamos a.obséfvancla do que consta na folha de rosto com
respeito ao cumpihnenlo dos prazos para enlrega de relatdrios, bem como o
atendimenlo da referida Resolugdo, sobreludo no gue se refere aos itens 11, IV e V,
{prolegao ao sujeilo} e das demais Resolugdes da CONEP /CNS, quande for o caso (*).

Na evenlualidade, de esclarecimentos adicionais este Comild coloca-se a
disposigéio dos inleressados para o acompanhamenlo da pesquisa em seus dilemas
élicos e exigéncias conlidas nas Resolugdes supra referidas.

(*) Areas temdticas Espectals
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