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i R S T RESUMO



O diagnéstico parasitologico deve ser realizado de maneira apropriada, com
maior sensibilidade e especificidade para a detecgcdo dos parasitos intestinais, uma vez que
dele dependera o tratamento especifico. Foi desenvolvido um estudo comparativo para
avaliar a concordancia entre os métodos Kato-Katz e Coprotest® na detecgdo de helmintos
em 332 individuos do municipio de Pedro de Toledo e entre os métodos de Coprotest®,
Lutz, hematoxilina férrica e ELISA (antigenos nas fezes) para diagnéstico de protozoarios
em 86 pacientes com histéria de amebiase intestinal. Na comparac¢do de Kato-Katz com
Coprotest®, observou-se uma diferenga significativa para Trichuris trichiura que foi de
16,2% no Kato-Katz e de 7,5% no Coprotest®. Devido a essa diferenga comparou-se
amostras positivas e negativas do método de Coprotest® com numero de ovos por grama
de fezes (opg) obtido pelo método de Kato-Katz. Quando o método de Coprotest® foi
negativo, contou-se 65 opg pelo Kato-Katz e quando o Coprotest® foi positivo, esse
nimero foi maior, 199 opg. O Coprotest® mostrou-se inferior ao Kato-Katz quando a
intensidade de infeccdo foi baixa. Ndo houve diferenca significativa para Entamoeba
histolytica/Entamoeba dispar entre os métodos Lutz, Coprotest®, hematoxilina férrica e

ELISA, indicando étima concordancia entre 0s mesmos.
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Doengas parasitarias s@o causas importantes de morbidade ¢ mortalidade em
muitas partes do mundo e sdo especialmente problematicas quando ocorrem em individuos
debilitados.

Com o crescimento populacional nos paises tropicais € o aumento da densidade
demogréfica, sem a melhoria das condi¢des gerais de vida, houve um acréscimo na
transmissdo das infecgdes parasitarias. Com o advento da AIDS, as infecgbes parasitarias
passaram a representar grave problema para esses pacientes, ja que ndo sdo raras € podem
ser fatais. Com o aumento do nimero desses pacientes, torna-se importante a necessidade
de se realizar o diagndstico parasitologico com maior sensibilidade e especificidade. Assim,
o diagnostico deve ser mais exato e preciso na detec¢do dos parasitos intestinais (PETRI ,

CLARK JR., DIAMOND, 1994).

Entre as parasitoses intestinais, estimativas apontam que a amebiase atinja cerca
de 10% da populagdo mundial com morbidade anual entre 40.000 e 110.000 pessoas; a
giardiase em torno de 200 milhdes de pessoas. Cerca de um bilhdo de individuos
apresentam ascaridiase que € responsavel por 1.550 ébitos anuais; os ancilostomatideos
parasitam aproximadamente 900 milhdes de pessoas; tricuriase de 500 a 800 milhGes. As
esquistossomoses em suas formas intestinais € urindria, atingem mais de 200 milhdes de
habitantes, com cerca de 500.000 a 1 milhdo de ébitos anuais no mundo todo (GARCIA,
2001).

A prevaléncia de helmintiases intestinais € alta, principalmente na populagdo
infantil que vive em condigbes ambientais insalubres. Embora os seus portadores, na
maioria das vezes, ndo apresentem sintomas, varias sindromes clinicas podem estar
associadas a presenga dos helmintos (ALBONICO er al. 1995). Sao freqiientes
manifestacdes cutdneas, articulares, pulmonares, do sistema nervoso central e do tubo
digestivo. Dentre os sintomas gastrointestinais, podemos ter diarréia como conseqiiéncia da
infeccdo por Trichuris trichiura, Strongyloides stercoralis; dor abdominal nas infecgdes
por Ascaris lumbricoides, Strongyloides stercoralis, ancilostomatideos e teniase; anemia
secundaria a perda sanguinea pelo tubo digestivo, pode estar associada a infec¢do por
ancilostomatideos e por Trichuris trichiura (MACHADO et al. 1996; MAIPANICH et al.
1997).

Introducdo
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Os protozodrios do tubo digestivo sdo encontrados em todo o mundo. Calcula-
se que 5 a 50% da populagao mundial tenham Entamoeba histolytica/Entamoeba dispar na
luz intestinal. Cerca de 10% exibem sintomas clinicos que vdo desde os ndos especificos de
doenga gastrointestinal até disenteria, colite e ameboma. Existem duas espécies de
Entamoeba distintas em patogenicidade, mas morfologicamente idénticas que infectam o
homem (BRUCKNER, 1992). Entamoeba dispar estd associada com o portador
assintomatico e é predominante. Entamoeba histolytica ¢ a forma patogénica causando
diarréia aguda com presenca de muco e sangue nas fezes (WALSH, 1986). A maioria das
infec¢des por Giardia intestinalis é assintomatica, e no Brasil seu indice de prevaléncia €
de cerca de 28,5%, podendo variar de 11,3% no Estado do Rio de Janeiro a 51,8% no
Estado do Rio Grande do Sul (GUIMARAES & SOGAYAR, 1995). Cryptosporidium
parvum é um agente oportunista causador de diarréia em pacientes com HIV, tendo sido
detectado nos Estados do Rio de Janeiro e Minas Gerais, em 18,2% e 13%, respectivamente
(COSTA CRUZ, FERREIRA, ROSSIN, 1996). A maior parte dos portadores de
Blastocystis hominis nio apresentam sintomas especificos e relatam dor abdominal,
flatuléncia, nauseas e vOmitos. Sua prevaléncia pode variar em torno de 2,94% no Estado
de S3o Paulo (PIRES DE MATOS ef al. 1998).

A maioria dos helmintos e protozoarios que infectam o tubo digestivo do
homem pode ser diagnosticada pelo encontro de seus ovos, larvas, cistos € oocistos nas
fezes de pessoas infectadas. As técnicas utilizadas para diagnostico estdo baseadas na
deteccdo daqueles elementos parasitarios, apos concentracdo, a partir do material fecal. Do
ponto de vista pratico, fatores como volume do material examinado, nimero de amostras
coletadas em dias alternados, niumero de ovos e cistos produzidos pelos parasitos podem
influenciar no diagnostico (MARTIN & BEAVER, 1968; HALL, 1982).

E importante que o patologista clinico esteja alerta para aquelas parasitoses e
saiba realizar apropriadamente as técnicas laboratoriais para o diagnostico etiologico.
Ressalta-se que a conduta terapé€utica sera preconizada de acordo com a espécie do parasito

identificado.

Introducdo
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A escolha de determinada técnica € baseada nas caracteristicas fisicas,
mecanicas e biologicas dos estdgios parasitarios encontrados no organismo do hospedeiro
(GARCIA, 2001). A maioria dos parasitos intestinais ¢ detectada por meio de técnicas
parasitologicas de concentragdo, como por exemplo, sedimentagdo por centrifugacdo,
sedimentacdo espontanea e flutuacdo, entre outras (DE CARLI, 2001). Em virtude das
baixas cargas parasitarias em nossos pacientes, o diagnostico sera mais preciso, quando se
realiza a coleta de trés amostras em dias alternados, num periodo de dez dias
(CARTRIGHT, 1999).

O exame de uma uUnica amostra de fezes muitas vezes ndo leva a um
diagnostico definitivo, uma vez que o numero de formas parasitdrias liberadas diariamente
varia muito nos portadores. Sabendo-se que um portador pode eliminar 100.000 cistos por
dia, a probabilidade de diagndstico serd de apenas 50%, quando uma unica amostra €
examinada. No entanto, quando se examinam trés amostras coletadas em dias alternados,
num periodo de dez dias, essa probabilidade aumenta para 82%, mesmo que o numero de
cistos eliminados seja cerca de 1% do valor anterior (1.000 cistos) (FERREIRA &
AVILLA, 2001).

Em um laboratério de rotina é importante, além da coleta de 3 amostras de
fezes, a realizacio de mais de um método parasitolégico. Um desses métodos deve ser o de
concentracio para detectar cistos e oocistos de protozoarios e ovos e larvas de helmintos,
principalmente quando hd uma baixa carga parasitaria. Um outro seria especifico para a
suspeita clinica, como por exemplo, o método de Rugai quando ha suspeita de

estrongiloidiase e Willis para ancilostomiase.
Entre os métodos de concentracio, destacam-se: Lutz, Coprotest® e Kato-Katz.

O método de Lutz (LUTZ, 1919), também conhecido como método de
Hoffman, Pons & Janer ( HOFFMAN, PONS, JANER, 1934), baseia-se na sedimenta¢do
espontanea por gravidade e € indicado para pesquisa de ovos e larvas de helmintos e cistos
e oocistos de protozoarios. Os ovos operculados e de esquistossoma sdo mais facilmente
recuperados. O uso de grande quantidade de material fecal (mais ou menos 10g) nesse

processo, em contraste com as pequenas quantidades usadas em outras técnicas, favorece
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um diagndstico satisfatorio e seguro, mesmo quando o numero de organismos presentes €
pequeno. A grande vantagem da técnica de sedimentagdo € a necessidade minima de
vidraria, sendo dispensavel o uso de reagentes e da centrifugagdo mecanica (DE CARLI,
2001).

O método de Coprotest® (CERQUEIRA, 1988), recentemente lancado no
mercado, é uma modificagdo do método de Ritchie (RITCHIE, 1948), que consiste na
associacdo das técnicas de centrifugagdo e sedimentag@o, permitindo o encontro de ovos e
larvas de helmintos e cistos e oocistos de protozoarios. Esse método preconiza a coleta de
1,4 gramas de fezes, conservadas em formalina tamponada para posterior processamento
em acetato de etila, por meio de centrifugagdo (CERQUEIRA, 1988). Essa metodologia
vem sendo utilizada no trabalho de rotina de varios laboratérios de hospitais publicos e
privados com resultados promissores como método qualitativo (DIAS ez al. 1997). Alguns
autores compararam os resultados obtidos por meio dessa técnica com os métodos de
Kato-Katz, Lutz, Faust ¢ Rugai e encontraram boa concordancia (MELLO et al. 1989;
AMATO NETO et al. 1989; MANGINI er al. 1999). O kit vem provido de um dispositivo
que permite a coleta de volume padronizado de fezes, cerca de um centimetro cubico
(1,4g), o que possibilita sua utilizagdo no diagnostico “quantitativo” de ovos nas fezes
(ARAUJO, 2000). Mostrou-se que o “Coprotest quantitativo”, quando aplicado em estudo
populacional com intensidades de infec¢do média e alta, apresentou resultados comparaveis
ao método de Kato-Katz, permitindo classificar a carga parasitaria de casos de Ascaris
lumbricoides, Trichuris trichiura e Schistosoma mansoni (ARAI:IJO_. 2000). O “Coprotest
quantitativo”, além de ter possibilitado a contagem de ovos de helmintos, permitiu
diagnosticar a freqiiéncia de outras espécies parasitas, dificilmente diagnosticaveis por
meio do método de Kato-Katz, como Strongyloides stercoralis, Blastocystis hominis,
Giardia intestinalis e outros protozoarios. Essa caracteristica de possibilitar a detec¢do de
diferentes elementos parasitarios nas fezes, concomitante a quantificacdo de ovos, permite
sugerir a aplicagao do “Coprotest quantitativo” em estudos epidemiolégicos, tanto para a
determinac¢do da prevaléncia de parasitoses diagnosticaveis por meio das fezes, como para a
estimativa de intensidade das infecgdes por helmintos (ARAUJO, 2000).

Introdugdo
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Kato-Katz é um método quali-quantitativo, muito usado para o diagnéstico de
helmintos. Alguns helmintos como Schistosoma mansoni, Ascaris lumbricoides, Trichuris
trichiura e ancilostomatideos podem ter sua carga parasitaria avaliada (KATZ, CHAVES,
PELLEGRINO, 1972). Baseia-se na concentragdo por tamizacdo e na clarificagdo da
amostra fecal por uma mistura de verde de malaquita a 3%, glicerina ¢ 4gua. O nimero
médio de ovos encontrados nos esfregagos fecais, multiplicado por 24, corresponde ao
nimero de ovos por grama de fezes. Por ser de facil execucdo, baixo custo e boa
sensibilidade, tem sido o mais utilizado, mostrando-se bastante 1til na contagem de ovos
dos geohelmintos. O método de Kato-Katz se impde em inquéritos de campo pela
possibilidade de conservagio dos ovos por longos periodos e por permitir uma nogao
aproximada da intensidade da infec¢io no individuo e na populagdo (COURA &
CONCEICAO, 1974).

Entre as varias espécies de helmintos que atingem o homem. destacam-se entre
n6s, Ascaris lumbricoides, Trichuris trichiura, ancilostomatideos, Strongyloides stercoralis

e Schistosoma mansoni.

Ascaris lumbricoides é vulgarmente conhecido como lombriga. O homem é
capaz de infectar-se ao ingerir 4gua ou vegetais crus poluidos com ovos contendo a forma
larvaria infectante. As criangas, freqiientemente mais infectadas que os adultos, podem
também contaminar as mdos no solo poluido, levando, desta maneira, os ovos a boca por
meio dos dedos ou ainda pelo hébito da geofagia, freqliente nas de menor idade. O
diagnostico da infecgdo € feito por meio da pesquisa de ovos nas fezes. Os métodos mais
utilizados sdo o de sedimentagio espontinea (método de Lutz), Coprotest® e o método
Kato-Katz (CIMERMAN & CIMERMAN, 1999).

Trichuris trichiura é um verme cosmopolita e muitas vezes acompanha o
parasitismo por Ascaris, devido a resisténcia dos mesmos ao meio ambiente e modo de
transmissdo. As criangas sdo as que apresentam maior prevaléncia dessa verminose € 0
periodomicilio é o principal local de transmissdo. No Brasil, a prevaléncia € de 51% em
criancas. As taxas encontradas nas diversas regides sdo distintas, sendo de 37,3% em Sao

Paulo (MOURA & SOUZA JUNIOR, 1995). O diagnostico € feito pelo exame de fezes,

Introdugdo
21



pelos métodos de sedimentag@o espontanea (método de Lutz), Coprotest® ou pelo método
de Kato-Katz (NEVES, et al. 2001).

Ancilostomiase designa a doenga causada no homem pela agdo de Ancylostoma
duodenale ou de Necator americanus ou ainda, por uma associa¢do dos dois helmintos. A
infeccdio é muitas vezes assintomatica. Entretanto, o desenvolvimento freqliente de anemia
em pacientes sujeitos a infestagdes intensas, especialmente quando had também certo grau
de deficiéncia alimentar, faz dessa verminose um dos mais sérios problemas médicos e
sanitarios (NEVES et al. 2001). No Brasil, em particular, predomina Necator americanus.
Todavia, Ancylostoma duodenale é encontrado em 20% a 30% dos individuos infectados
(CHAN, 1997). O diagnéstico ¢ feito pelos exames de fezes, por método qualitativo, que
indica ou ndo presenga de ovos de ancilostomatideos. Os métodos mais usados sdo os de
sedimentacdo espontinea (métodos de Lutz), de sedimentagdo por centrifugacdo e de
flutuagio (Willis). Para se avaliar a intensidade de infeccdo do paciente, usa-se 0 método
quali-quantitativo de Kato-Katz, cujo resultado expressa o nimero de ovos do parasita por
grama de fezes (NEVES er al. 2001).

Strongyloides stercoralis é um helminto que infecta cerca de cem milhdes de
seres humanos ao redor do mundo. Ele causa infecgdo cronica, na maior parte das vezes,
assintomatica ou oligossintomatica e a aquisi¢@o deste parasito se faz com a penetragdo das
larvas filaridides pela pele ou mucosas. Uma particularidade de seu ciclo € a auto-infec¢ao
interna, que permite a este nematédeo sobreviver durante anos dentro do hospedeiro.
Estudos realizados comprovaram que 10% dos pacientes portadores do HIV apresentaram
Strongyloides stercoralis nas fezes (FERREIRA & BORGES, 1996). O diagnoéstico €
dificil, sendo as larvas encontradas nas fezes, aspirado duodenal, escarro, lavado
broncoalveolar e liquor. A ndo realizagdo de técnicas adequadas nos exames parasitologicos
de fezes (métodos de Baerman ou Rugai) pode levar a resultados falsos negativos,
aumentando a dificuldade diagnéstica (FERREIRA, 1997).

A esquistossomose mansoni, causada por Schistosoma mansoni, ¢ uma das
principais endemias parasitarias do pais. Apesar do sucesso do programa de controle,
estima-se que no Brasil haja cerca de 8 milhdes de portadores (CIMERMAN &
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CIMERMAN, 1999). Os métodos utilizados para diagndstico de Schistosoma mansoni sao
o exame parasitologico das fezes, a eclosdo de miracidios, as biopsias retal e hepatica. O
exame parasitolégico das fezes mais adequado, por ser sensivel, rapido e de facil execugéo
¢ 0 método de Kato-Katz , que ainda tem a vantagem de ser quantitativo. Outro método

muito utilizado € o de Lutz.

Os protozoarios intestinais tais como, Entamoeba histolytica/Entamoeba
dispar, Entamoeba coli, Endolimax nana, lodamoeba butschilli, Entamoeba hartmanni,
Giardia intestinalis, Blastocystis hominis, Dientamoeba fragilis entre outros, sao
detectados por vérios métodos parasitologicos de exames de fezes. Os mais utilizados sgo:
direto, método de Faust, métodos de concentragdo como Lutz, Ritchie, Coprotest®,

coloragdes pela hematoxilina férrica e Ziehl-Neelsen modificado e antigenos nas fezes.

A detecgio de protozoarios depende de uma coleta correta, do nimero de
amostras submetidas a exame, dos métodos de diagnosticos utilizados e da observagdo
microscopica cuidadosa acompanhada de morfometria. A inexperiéncia técnica tem levado
a erros no diagnéstico de Entamoeba histolytica/Entamoeba dispar, ja que falsos resultados
negativos tem sido observados quando parasitos presentes nas fezes ndo sio identificados.
Ocorrem ainda falsos positivos quando leucécitos, outras amebas, células sanguineas ou
artefatos sdo identificados como Entamoeba histolytica/Entamoeba dispar. Para eliminar
esses erros ¢ importante o uso de coloragdes como hematoxilina férrica ou tricrémio e a
morfometria ~ permite  diferenciar ~ Entamoeba  hartmanni  de  Entamoeba

histolytica/Entamoeba dispar.

O método direto é muito simples e de facil execugdo. Uma pequena porgéo de
fezes ¢ misturada com salina entre 1dmina e laminula. Seu objetivo ¢ pesquisar trofozoitas
de amebas em fezes diarréicas. Todavia o tempo decorrente da coleta a realizagdo do exame
tem sido um fator que dificulta o diagndstico devido & natureza fragil das amebas.
Suspeitando-se de amebiase as amostras deverdo ser coletadas e analisadas o mais breve
possivel, uma vez que os trofozoitas tem um periodo de vida muito curto no meio externo,
entre 15 a 30 minutos. As amostras suspeitas devem chegar ao laboratério até 30 minutos
ap0s sua coleta (ISENBERG, 1995).
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Para fezes formadas, o diagnéstico laboratorial dos protozoarios intestinais é

feito pelo encontro de cistos e oocistos, utilizando-se métodos de concentrag@o.

O método de Faust (FAUST er al. 1939) € baseado na concentracdo por
centrifuga¢do e flutuagdo em solucdo de sulfato de zinco, eficiente para o encontro de

protozoarios, podendo detectar de 80% a 90% dos cistos.

Ritchie € o método de centrifugo-sendimentagdo pelo formol éter, eficiente para
recuperar ¢ identificar cistos e oocistos de protozoarios € ovos € larvas de helmintos
(RITCHIE, 1948).

A coloragdo de Ziehl-Neelsen modificada € uma das mais eficientes para
pesquisa de Cryptosporidium parvum nas fezes (HENRIKSEN & POHLENZ, 1981).

Hematoxilina férrica € considerado o melhor processo de coloragdo para
trofozoitas e cistos de amebas, permitindo com seguranca o diagnostico da espécie. Esse
procedimento usa a hematoxilina como corante e a solugdo de sulfato férrico amoniacal
como mordente e diferenciador (BURROWS, 1965). Esse método apresenta excelentes
resultados de coloragdo quando todas as etapas do procedimento de coloragdo forem
observadas, especialmente durante a diferenciagdo dos organismos. Os esfregagos podem
ser preparados com amostras frescas ou conservadas em liquido de Schaudinn, que
proporciona excelente preservagdo de cistos e trofozoitas de protozoarios. Amostras
conservadas com formalina a 5% ou 10% ndo sdo recomendadas, pois esse conservante
distorce os cistos de amebas, dificultando sua visualizagdo. Porém podem ser usados outros
conservantes como &lcool polivinilico (APV), mertiolato-iodo-formaldeido (MIF) e acetato
de sodio-acido acético-formaldeido (SAF). Para evitar distor¢do dos protozoarios, ndo se
deve permitir que os esfregacos sequem durante todo o tempo da coloragdo até a montagem
final. Uma série de placas de Petri deverdo ser usadas para cada fase do processo de
coloracdo (DE CARLI, 2001).

O método imunoenzimatico para antigeno de Entamoeba histolytica/Entamoeba
dispar destina-se a detecgdo qualitativa, em extratos aquosos de fezes humanas do antigeno

especifico de Entamoeba histolytica/E. dispar (AEEH). em cepas patog€nicas € ndo
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patogénicas do parasito. Como se trata de um antigeno especifico, ndo apresenta reagdes
cruzadas com outros parasitos intestinais (TIJSSEN, 1985). Amostras de fezes diluidas sao
colocadas em cavidades da microplaca onde estdo ligados os anticorpos anti-antigenos
especificos de Entamoeba histolytica/Entamoeba dispar. Se os antigenos estiverem
presentes eles serdo capturados pelos anticorpos ligados. As cavidades sdo incubadas e
lavadas, a fim de remover o material ndo ligado, € sdo adicionados os anticorpos anti-
antigenos especificos marcados com enzima peroxidase. Novamente as cavidades sdo
incubadas e lavadas, a fim de remover os anticorpos ndo ligados marcados com enzima.
Numa reagdo positiva, o antigeno ligard o anticorpo marcado com a enzima ao anticorpo
aderido a cavidade e este complexo anticorpo-antigeno-anticorpo marcado desenvolverd
uma coloragio que pode ser visualmente detectada. Numa reacdo negativa, como nao
existem tais antigenos na amostra ou o nivel desses antigenos presentes na amostra €
insuficiente para ser detectado, ndo ocorrerd a formagéo do complexo anticorpo-antigeno-
anticorpo marcado, nfio havendo, portanto, o desenvolvimento de qualquer colorag@o
(TIJISSEN, 1985).

Atualmente, varios reagentes apresentados na forma de “kits” comerciais estdo
disponiveis no mercado para pesquisa de antigenos nas fezes. Devido a especificidade e
sensibilidade serem excelentes, eles sdo Otimas opgdes para os laboratorios clinicos
(HAQUE er al. 1995; WILSON, SCHANTZ, PIENIAZEK, 1995). Estes testes podem
determinar a presenga de Entamoeba histolytica/Entamoeba dispar ¢ distingui-las de outras
amebas como as ndo patogénicas Entamoeba coli, Entamoeba hartmanni, Endolimax nana
e Jodamoeba butschilli. A maioria destes testes usam o método ELISA (Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay) (ONG et al. 1996; BRITTEN et al. 1997; MIRELMAN,
NUCHAMOWITZ, STOLARSKY, 1997). Dentre estes “kits” ha o teste TechLab®
Entamoeba histolytica/Entamoeba  dispar, com 93% de sensibilidade e 97% de
especificidade e seu valor é em torno de US$7.3 por teste; ProSpect® Ensaio
Imunoenzimatico para Entamoeba histolytica/Entamoeba dispar em microplaca, com
sensibilidade de 87% e especificidade de 99%, varia em média de US$6.6 por teste; Triage
Parasite Panel®, é uma combinagio com Giardia lamblia, Cryptosporidium parvum ¢

Entamoeba histolytica/Entamoeba dispar, com sensibilidade e especificidade de 98%
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custando US$25.5 cada teste. O teste TechLab® Entamoeba, com sensibilidade de 93% e
especificidade de 94% (ZENGZHU et al., 1999) pode diferenciar Entamoeba histolytica de
Entamoeba dispar a um custo médio de US$6.0 por teste. Estas metodologias requerem
fezes refrigeradas até 48 horas ou congeladas. Fezes preservadas com formalina, SAF e
APV nio sdo aceitas (RAMOS et al. 1999).

Método da reagdo da polimerase em cadeia (polymerase chain reaction — PCR)
por amostras de 4acido desoxirribonucléico (ADN) e écido ribonucléico (ARN) permite
fazer a diferenciacio entre Entamoeba histolytica e Entamoeba dispar (WEISS, 1995;
REED, 1995; RAVDIN, 1995; BRITTEN et al. 1997; TROLL, MARTI, WEISS, 1997;
GOMES et al. 1999). A identificagdo da espécie € necessaria, pois, além da Entamoeba
dispar ser de trés a dez vezes mais freqiiente que a Entamoeba histolytica, ela ndo ¢
patogénica e ndo necessita ser tratada. A ndo diferenciacdo entre as espécies leva a
tratamentos desnecessarios com drogas que sdo potencialmente tdxicas € em muitos casos
ineficazes (MIRELMAN et al. 1997).

Os protozoarios intestinais com maior importéncia clinica em nosso meio sdo:
Giardia intestinalis, Cryptosporidium parvum, Blastocystis hominis e Entamoeba

histolytica/Entamoeba dispar.

Giardia intestinalis é protozoario flagelado do tubo digestivo. A maioria das
infeccdes ¢ assintomatica. A giardiase € encontrada no mundo todo, atingindo,
principalmente criancas (10 meses a 12 anos). No Brasil, a taxa de prevaléncia ¢ de 28.5%
(GUIMARAES & SOGAYAR, 1995). Os casos sintomaticos dependem de fatores néo bem
conhecidos e estdo relacionados com: cepas e o numero de cistos ingeridos; deficiéncia
imunitaria do paciente; e principalmente a uma baixa acidez do suco gastrico. O
diagnéstico da giardiase ¢ feito por meio de exame parasitologico de fezes como o Lutz,
Faust, Coprotest® e também pelo método imunoenzimético (Ensaio em microplaca Alexon

ProSpect Giardia) (MACHADO et al. 2001).

Cryptosporidium parvum ndo era considerado um patégeno de grande
importancia clinica para 0 homem. Com o advento da AIDS, tornou-se um dos mais

freqiientes agentes oportunistas causadores de diarréia nesses portadores (SAMPAIO
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TEIXEIRA et al. 1992). Em dois estudos brasileiros realizados no Rio de Janeiro e Minas
Gerais, oocistos de Cryptosporidium parvum foram encontrados em respectivamente 18,2%
e 13% de pacientes aidéticos (COSTA-CRUZ et al. 1996). O diagnéstico € realizado na
presenga de oocistos nas fezes e corados pela técnica de Ziehl-Neelsen modificada
(HENRIKSEN & POHLENZ, 1981).

Blastocystis hominis é um protozodrio freqlientemente encontrado nas fezes de
pessoas com Ou sem manifestagdes  gastrointestinais, imunocompetentes e
imunossuprimidos (UDKOW & MARKELL, 1993). A maior parte dos portadores de
Blastocystis hominis ndo apresenta sintomas especificos e relata dor abdominal, flatuléncia,
alteracdo do ritmo intestinal, nduseas e vOmitos. Em pacientes imunodeprimidos a
ocorréncia destes sintomas, parece ser mais grave e tém sido descritos quadros de diarréia
intensa com desidratagio e desnutricio (STENZEL & BOREHAM, 1996). A prevaléncia
de Blastocystis hominis no Estado de S@o Paulo, gira em torno de 2,94% e depende da
populagio estudada e do método utilizado (PIRES DE MATOS et al. 1998).

Entamoeba histolytica e Entamoeba dispar infecta 10% da populagdo mundial,
sendo 90% dos casos assintomaticos. Na regifio Sul do Brasil, a prevaléncia varia de 2.5 a
11%. No Sudeste varia de 10 a 20% e em Manaus ¢ de 19% (FERREIRA & AVILA,
2001). O diagnéstico da amebiase é feito por exames parasitologicos de fezes como direto,
MIF. Faust e coloracio de hematoxilina férrica (CIMERMAN & CIMERMAN, 1999). E
importante a realizagio da morfometria, para auxiliar na diferenciagdo com Entamoeba
hartmanni e outros comensais do tubo digestivo. A hematoxilina férrica também permite
diferenciar hemécias fagocitadas, no citoplasma do protozoario, sendo possivel incrimina-la
como patogénica (FERREIRA & AVILA 2001).

Nota-se que no Brasil nfio existem trabalhos atuais comparando as diversas
técnicas de exame de fezes. A mudanca na epidemiologia dos parasitos intestinais, a
diminuicdo de sua carga parasitaria e a recente introdu¢do do método Coprotest® na rotina
laboratorial sdo motivos para o estudo de validagdo das técnicas laboratoriais de exame de
fezes. Os novos “kits” imunolégicos para Entamoeba histolytica/Entamoeba dispar

também merecem ser avaliados.
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O presente trabalho tem como objetivo geral comparar a sensibilidade,
especificidade valores preditivos positivo e negativo e concordancia (coeficiente Kappa) de
diferentes métodos parasitologicos como, Kato-Katz, Coprotest®, Lutz, hematoxilina
férrica e imunoldgico (ELISA) em fezes de pacientes dos Hospitais de Clinicas, da
Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP) e da Universidade de Séo Paulo (USP) e
do municipio de Pedro de Toledo (Vale do Ribeira - SP).

Como objetivo especifico foram comparados os métodos:

- Kato-Katz e Coprotest® para detecgdo de helmintos, utilizando amostras de

fezes coletadas em individuos do municipio de Pedro de Toledo — Sao Paulo.

- Coprotest®, Lutz, hematoxilina férrica e ELISA para Entamoeba
histolytica/Entamoeba dispar em pacientes atendidos nos Hospitais de
Clinicas, da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP) e
Universidade de Sao Paulo (USP).
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Amostragem

O estudo comparativo de técnicas parasitologicas para OS métodos de
Coprotest® e de Kato-Katz foi realizado em amostras de fezes coletadas no municipio de
Pedro de Toledo, no Vale do Ribeira, Estado de Sao Paulo, no periodo de 1999 a 2000.
Para este estudo foram coletadas amostras de fezes de 440 individuos, entre adultos e

criangas.

Para comparar os métodos parasitologicos de Lutz, Coprotest® ¢ hematoxilina
férrica com o ELISA para antigeno de E. histolytica/E. dispar, foram coletadas 86 amostras
de fezes de pacientes com historia clinica de amebiase intestinal, acompanhados nos
ambulatorios e enfermarias dos Hospitais de Clinicas, da UNICAMP e da USP (SP), no
periodo de maio de 1999 a junho de 2000.

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa, da
Faculdade de Ciéncias Médicas, da UNICAMP (Processo n® 57/2000).

Técnicas Parasitologicas

As técnicas utilizadas para helmintos foram Kato-Katz e Coprotest® e para

protozoarios, Coprotest®, Lutz, hematoxilina férrica e ELISA.

Técnica de Kato-Katz

As fezes 2 fresco foram coletadas no campo (Pedro de Toledo), em coletor
universal e processadas dentro de 24 horas. Para a realizacdo da técnica de Kato-Katz
(KATZ et al.,1972), transferiu-se, com auxilio de espatula de madeira, uma porgdo de fezes
para uma folha de papel. Procedeu-se a tamizacdo das fezes em tela de 105 malhas por
polegada quadrada, sendo recolhido o material tamizado com outra espatula. Em seguida,
esse material foi transferido para um orificio de 6mm de didmetro, em um cartao de plastico

perfurado que era colocado sobre uma lJimina de microscopia. Todo o orificio foi
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preenchido com fezes (volume fecal correspondente a aproximadamente 43mg). Tirou-se o
cartio perfurado, permanecendo as fezes na lamina. As fezes foram entdo cobertas com
papel celofane com as dimensdes de uma laminula de 32x24mm, embebido previamente
em solugdo de verde de malaquita a 3% diluida em partes iguais de glicerina e agua (KATZ
et al. 1972). Em seguida, inverteu-se a lamina e por pressdo digital o material foi
uniformemente distribuido no papel celofane (Figura 1). Foram realizadas trés laminas por
paciente. As laminas permaneceram em repouso por 30 minutos em temperatura ambiente
para clarificagdo do preparado. Em seguida o material foi todo examinado ao microscopio €
feita a contagem dos ovos. O nimero médio de ovos encontrados nos trés esfregacos fecais
foi multiplicado pelo fator 24, o que corresponde ao nimero de ovos por grama de fezes
(opg). A leitura das laminas foi realizada dentro de duas horas, com finalidade de preservar
a morfologia dos ovos de ancilostomatideos, pois, ap0s esse tempo, 0s OVOS
superclarificados, ndo aparecem convenientemente € nos lugares ocupados por eles ficam

areas claras.

A intensidade de infecgdo de ovos por grama de fezes foi avaliada segundo
critérios de REY (1991), PESSOA & MARTINS (1982) e WHO (1993) (Quadro 1).

Quadro 1: Classificagio da intensidade de infecg@o, segundo mimero de ovos por grama de
fezes (WHO, 1993 ; Rey, 1991 e Pessoa, 1982).

r Intensidade de Infec¢ao
Parasitos Leve Moderada Intensa
Ascaris lumbricoides < 5.000 5.001 — 10 000 > 10.000
Trichuris trichiura < 5.000 5.001 — 10 000 > 10.000
Ancilostomatideos <2.600 2.601 — 12.600 > 12.600
Schistosoma mansoni <100 101 - 400 > 400
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(a)

!

Figura 1: Esquema do processamento de amostras pelo método de Kato-Katz

a) frasco contendo fezes: homogeneizagdo do material fecal; b) transferéncia de uma por¢édo
de fezes para uma folha de papel e tamizacio em tela de 105 malhas por polegada
quadrada, recolhendo o material tamizado com uma espatula limpa; c) transferéncia das
fezes tamizadas para um cartdo perfurado disposto sobre uma lAmina de vidro, preenchendo
todo o espaco (volume fecal correspondente a cerca de 43mg); d) retirada do cartdo e
encobrimento da aliquota de fezes com uma laminula de celofane previamente embebida
em solucdo glicerinada de verde de malaquita; e) inversdo da lamina sobre uma superticie
lisa e compressdo das fezes de forma a se obter um esfregago uniforme com cerca de 22mm

de diametro.

UNICAMP
BIBLIOTECA CENTRAL
SECAO CIRCULANTE
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Técnica de Coprotest®

As fezes foram coletadas no campo, a fresco, em coletor universal. O
processamento da técnica do Coprotest® foi realizado de acordo com as instrugdes do
fabricante (NL-Comércio Exterior Ltda — SP —Brasil), com uma pequena modificagéo: a
agitacdo dos tubos com acetato de etila foi feita manual e individualmente ao contrério da
instrugio do fabricante que preconiza agitagdo em estante. Foram colocadas fezes no
coletor proprio do kit (com capacidade de 1,4 gramas) (Figura 2) e introduzidas em frasco
com 10ml de solucio de formalina a 10% tamponada (pH 7,2). O material foi
homogeneizado manualmente. Com pressio manual do frasco transferiu-se 7ml da
suspensdo fecal através de peneira (com orificio de 400um) acoplada a tampa do sistema,
para um tubo de centrifuga de 10ml. Adicionou-se uma gota de detergente doméstico e 3ml
de acetato de etila comercial e homogeneizou-se manualmente, sendo centrifugado durante
2 minutos a 1.500 rpm. Depois, o sobrenadante foi descartado e o sedimento foi
ressuspenso a 7ml com agua destilada. Nova centrifugagdo foi realizada por 2 minutos a
1.500 rpm. Descartou-se o sobrenadante. O sedimento foi diluido com trés gotas de solug¢do
salina a 0,85% e pipetado com auxilio de uma pipeta Pasteur e colocado sobre uma lamina
(Figura 2). Foi adicionada uma gota de lugol ao sedimento. O mesmo foi coberto com uma
laminula de 32x24mm. Em seguida o material foi examinado ao microscopio. Para cada
paciente realizou-se a leitura de trés laminas. A leitura foi realizada percorrendo toda a

laminula com objetiva de 100x e revisada novamente com objetiva de 400x.
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Tampa com rosca

Peneira com orificios de 400pm

Formalina tamponada — volume: 10ml

Coletor de fezes

)

Suspensio fecal

Figura 2: Esquema do processamento das fezes atraves do Método de Coprotest®

a) homogeneizagdo do material fecal; b) transferéncia de 7 ml da suspensdo obtida para um tubo
de centrifuga de 10ml; ¢) adigdo de 1 gota de detergente doméstico;
d) adicdo de 3ml de acetato de etila comercial; ¢) homogeneizagio através de agitagdo manual
vigorosa; f) centrifugagdo durante 2 minutos a 1.500 rpm; g) descarte do sobrenadante e
ressuspensdo do sedimento a 7ml, com agua destilada; h) nova centrifugagdo por 2 minutos a
1.500 rpm e descarte do sobrenadante; i) ressuspensao do sedimento com 3 gotas de solugdo
salina a 0,85%: j) preparo das ldminas para observacdo ao microscopio.
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Técnica de Lutz

As fezes foram acondicionadas em coletores universais, contendo liquido
conservante de Schaudinn, na proporgdo de uma parte de fezes para trés partes de
Schaudinn. Homogeneizou-se as fezes com auxilio de uma espatula de madeira,
transferindo aproximadamente 10 gramas do material conservado em 10ml de agua
destilada para um copo plastico. Em seguida o material foi filtrado em gaze dobrada em 4
vezes para um calice conico completando-se o volume para 100ml com agua destilada. A
emulsio de fezes foi deixada em repouso durante uma hora (LUTZ, 1919). Findo esse
tempo, o sedimento foi coletado com o auxilio de uma pipeta Pasteur e colocado sobre uma
lamina (Figura 3). Adicionou-se uma gota de lugol e cobriu-se com laminula de 32x24mm,
sendo a preparagdo examinada ao microscopio. Realizou-se a leitura de apenas uma lamina
por paciente. A leitura foi realizada percorrendo toda a laminula em 100x e depois revisada

com aumento de 400x.

Técnica de hematoxilina férrica

As fezes foram colhidas pelo paciente em coletor universal sem conservante €
entregues ao laboratério até 24 horas apés a evacuagdo. Uma parte desse material foi
congelada a -20°C para posterior realizagio do método enzimatico para detecgdo do
antigeno de Entamoeba histolytica/Entamoeba dispar (ELISA). A outra parte das fezes foi
colocada no liquido conservante de Schaudinn, misturada na propor¢ao de uma parte de
fezes para trés partes de Schaudinn, para a realizagdo da hematoxilina férrica. Fez-se um
esfregago fino em duas laminulas de 20x20mm. Estas foram presas em um simples
fragmento de rolha de borracha, com um entalhe lateral para manipulacdo (Figura 4) Foram
imersas sucessivamente em alcoois 50%, 70% iodado, 70% e 50% por 2 minutos em cada
um. Na etapa seguinte, foram lavadas em agua corrente e colocadas em solugdo de alimen

de ferro a 2% por 10 minutos.
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Figura 3: Esquema do processamento de amostras pelo método de Lutz

a) frasco contendo fezes: homogeneizagdo do material fecal; b) transferéncia de
aproximadamente 10 gramas de fezes para um copo com 10 ml de agua destilada;
¢) homogeneiza¢do através de agitagio manual vigorosa; d) material filtrado em gaze
dobrada 4 vezes sobre um calice conico; e) adi¢do de aproximadamente 100 ml de agua
destilada; f) material em repouso por uma hora € coletado com auxilio de uma pipeta;

g) preparo das laminas para observagao ao microscopio.
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Em seguida, foram novamente lavadas em 4gua corrente e coradas em solugdo
aquosa de hematoxilina férrica a 0,5%, durante 5 minutos. Depois de nova lavagem em
agua corrente por 2 minutos, foram colocadas em solu¢do de 4cido acético a 7,5% por 5
minutos. Realizou-se nova lavagem e foi feita a diferenciagdo em solugdo de alimen de
ferro a 2% durante tempo suficiente para que o esfregago adquirisse uma coloragdo
cinza-azulada clara (BURROWS, 1965). Apos mais uma lavagem em agua corrente por 2
minutos, foram passadas sucessivamente pela série de lcoois a 50%, 70%, 90% e absoluto,
2 minutos em cada um. Depois de serem clarificadas pelo xilol por 1 minuto, foi feita sua
montagem sobre 1dmina de microscopia com uma gota de balsamo de canada (Figura 4). O
material constituido por uma ldmina com duas laminulas foi examinado ao microsc6pio

com objetiva de imersio (1000x). Cada laminula montada foi examinada por dez minutos.

Morfometria

As medidas das formas parasitarias foram realizadas com ocular micrométrica.
Para cada l4mina examinada com presenca de cistos suspeitos de Entamoeba
histolytica/Entamoeba dispar ou Entamoeba hartmanni foi realizada a morfometria de 10
cistos. O micrémetro ocular é um reticulo colocado a meio caminho entre as duas lentes da

ocular. E importante que o reticulo seja inserido em uma das oculares do microscopio.

Antes de fazer qualquer medida ao microscopio, este deve ser calibrado. A
calibragem ¢ feita pela sobreposi¢do da escala do micrometro ocular com a escala do
micréometro objetivo, que tem 2mm de comprimento ¢ esta dividida em 200 unidades, de
0,01mm de 10 micrémetros cada. Com o micrometro objetivo sobre a platina, focaliza-se a
escala e roda-se a ocular, de modo a fazer com que as escalas dos dois reticulos se
sobreponham, e a primeira linha do micrometro ocular (a que marca o 0) € colocada sobre

uma linha da escala do micrémetro objetivo que sera considerada como 0.

Para calibrar 0 micrémetro ocular é aconselhavel usar-se a escala inteira ou a
por¢do mais longa que ofereca dois pontos perfeitamente coincidentes com duas linhas

quaisquer sobre a escala do micrémetro objetivo.
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Sabendo-se o valor em micrémetros para cada divisdo do micrémetro ocular,
basta contar quantas divisdes do micrometro ocular mede uma determinada estrutura e

multiplicar esse niimero pelo valor em micrometros da unidade correspondente a objetiva
utilizada na observagdo (DE CARLI, 2001).

Técnica Imunologica

Ensaio Imunoenzimatico para Detec¢do do Antigeno Especifico em

Entamoeba histolytica/Entamoeba dispar.

As amostras de fezes coletadas foram guardadas em dois frascos, sendo um
com material conservado em Schaudinn na proporgdo de uma parte de fezes para trés partes
do Schaudinn, para preparagdo das técnicas parasitologicas (Lutz, Coprotest® e
hematoxilina férrica) e o outro congelado sem conservantes a uma temperatura de —20°C

para a técnica imunologica.

Para a realizacdo da técnica imunoldgica, utilizou-se um conjunto de reagentes
e acessorios fabricado pela Alexon® Inc (ProsPect) composto por microplaca (cavidades
fixadas com anticorpos anti-antigeno especifico de Entamoeba histolytica de coelho), um
frasco de conjugado enzimatico, um frasco de controle positivo, um frasco de controle
negativo. um frasco de tampdo para diluigio da amostra, um frasco de tampdo para
lavagem, um frasco de solug¢@o de substrato e um frasco de solugao bloqueadora da reagao

(solugdo "stop").

De acordo com as instru¢des do fabricante, as fezes foram descongeladas e
homogeneizadas por meio de espétula de madeira para garantir uma distribuigao uniforme
dos antigenos. Pipetou-se 1ml da solugdo tampdo da amostra em cada tubo de ensaio com
identificagdo do paciente (Figura 5). Revestiu-se completamente um “swab” com o material
fecal contido no frasco, introduzindo-o no tubo com o tampéo para dilui¢do da amostra e a
seguir girando-o vérias vezes para que houvesse aderéncia do material fecal em solucao.
Rodou-se o swab firmemente contra a lateral do tubo a fim de retirar o maximo possivel de

fezes. Em cavidades individuais, adicionaram-se quatro gotas do controle negativo, quatro
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gotas do controle positivo e quatro gotas da amostra diluida do paciente, tomando cuidado
para nfo contaminar as cavidades adjacentes. Incubou-se a placa em temperatura ambiente
por 60 minutos. A cronometragem foi feita apés a adi¢do da ultima amostra. Apos esse
tempo, decantou-se o conteiido das cavidades e realizou-se uma lavagem preenchendo-se
cada cavidade com tampdo diluido 1:10 (uma parte do concentrado para 9 partes de agua
destilada) até que houvesse remogd@o de todo liquido das cavidades. Foram realizadas trés
lavagens e em seguida, foram acrescentadas quatro gotas do conjugado enzimatico a cada
amostra. A placa foi mantida em temperatura ambiente por mais trinta minutos e apds esse
tempo, novamente decantou-se e lavou-se cada cavidade por cinco vezes com tampdo de
lavagem. Na etapa seguinte foram acrescentadas para cada amostra, quatro gotas de solugdo
de substrato colorido com nova incubagio a temperatura ambiente por mais dez minutos.
Ao término desse tempo, acrescentou-se uma gota de solugdo “stop” a cada cavidade,
seguida de uma leve agitagio em toda placa para que houvesse uniformidade de cor no final
da reagdo. A leitura foi realizada dez minutos apés e os resultados do teste foram
comparados com as cores da reagdo do cartdo de referéncia de coloragdo do ensaio.
Resultado negativo foi incolor e positivo quando a cor se tornou amarela de intensidade de

uma cruz (+), no minimo.
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Analise Estatistica

Utilizando o programa Epi-Info da Organizacdo Mundial de Satde (DEAN et.
al., 1995), foram montados os arquivos I e II, que serviram para cadastramento dos
individuos e respectivos resultados laboratoriais para andlise dos dados. No arquivo I
(ANEXO 1), além da identificagdo, constam dados referentes dos métodos de hematoxilina
férrica, Lutz, Coprotest® e ELISA. No arquivo I (ANEXO 2), além da identificagéo, ha
dados dos métodos de Kato-Katz e Coprotest®.

Verificou-se entdo a relagdo entre os métodos para cada parasito, utilizando-se
tabelas de dupla entrada para cruzamento dos resultados com o respectivo padrdo-ouro
(FLEISS, 1981). Por meio dessas tabelas obtiveram-se as seguintes medidas de exatiddo em

relag@o ao padrao-ouro:

a- Sensibilidade: ¢ a proporg¢do de individuos com o parasito (segundo o

padréo-ouro) que tem um teste positivo para 0 mesmo;

b- Especificidade: é a propor¢do de individuos sem o parasito (segundo o

padrdo-ouro) que tem um teste negativo;

¢- Valor preditivo positivo: é a probabilidade da presenga de parasito (segundo

o padrdo-ouro) em um paciente com o resultado do teste positivo;

d- Valor preditivo negativo: é a probabilidade de néo ter o parasito (segundo o

padréo-ouro) quando o resultado do teste € negativo.

Para avaliar a concordancia de resultados entre os métodos, calculou-se o
coeficiente Kappa (K), também conhecido como coeficiente de correlag@o intraclasse. Esse
coeficiente pode assumir valores de —1 a +1. Valores proximos de +1 indicam total
concordincia entre os métodos, enquanto que valores proximos a —I indicam total
discordancia. Valores maiores que 0,75 representam Otima concordancia e valores de
Kappa abaixo de 0,40 indicam uma fraca concordéncia. Os valores de Kappa no intervalo

de 0,40 a 0,75, representam uma concordancia intermediéria.
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Foram recebidas amostras de fezes de 440 individuos do Municipio de Pedro de
Toledo, SP. Devido a amostras insuficientes para executar as duas técnicas ou por serem
fezes liquidas inadequadas para a realizagdo do método de Kato-Katz, foram feitos 337

exames para o método de Kato-Katz e 364 para o método de Coprotest®.

Entre os helmintos, a maior freqiiéncia foi observada para Ascaris
lumbricoides, 28,5% para Coprotest® e 34,4% para Kato-Katz (Tabela 1) e entre os

protozoarios para Entamoeba coli, 12,6% no Coprotest® (Tabela 2).

Dentre as 440 amostras foi possivel fazer uma comparagdo dos métodos
Coprotest® e Kato-Katz para helmintos em um total de 332 amostras (Tabela 3) e para os
ancilostomatideos foi possivel comparar somente 202 amostras. Destaca-se diferenga
significativa na taxa de infecgdo de Trichuris trichiura pelos métodos de Kato-Katz
(16,2%) e Coprotest® (7,5%).

Adotando-se o método de Kato-Katz como padrdo, calculou-se as medidas de
exatiddo com relagdo ao Coprotest® para helmintos intestinais, em 332 amostras de fezes
(Tabela 4). As medidas de exatiddo para Ascaris lumbricoides foram bastante concordantes

entre as duas técnicas (Kappa de 0,81).

Devido a discrepancia das percentagens observadas em individuos parasitados
por Trichuris trichiura, 7,5% pelo Coprotest® e 16,2% pelo Kato-Katz (Tabela 3),
comparou-se amostras positivas e negativas do método de Coprotest® (método qualitativo)
com o numero de ovos por grama de fezes obtido pelo método de Kato-Katz (Tabela 3).
Quando o método de Coprotest® foi negativo, o nimero de ovos por grama de fezes pelo
Kato-Katz foi menor (65) e quando o Coprotest® foi positivo, 0 nimero de ovos por grama

de fezes para Kato-Katz foi maior (199).
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A intensidade de infecgdo por helmintos foi mais intensa para Ascaris
lumbricoides, 49% (Tabela 6).

Ao compararmos Coprotest®, hematoxilina férrica, Lutz ¢ ELISA em 86
amostras provenientes de pacientes dos Hospitais de Clinicas, da UNICAMP e da USP,
podemos observar uma maior freqiiéncia para Entamoeba coli com 67,4% para Coprotest®
e 68,6% para hematoxilina férrica e Lutz (Tabela 7). Foi obtido um Kappa de 0,92 entre
hematoxilina férrica/Coprotest® e Kappa de 0,89 entre hematoxilina férrica/Lutz (Tabela
8); para Entamoeba histolytica/E. dispar registrou-se um indice de prevaléncia de 47,7%
para Coprotest® e Lutz, 50,0% para hematoxilina férrica e ELISA (Tabela 7), com um
Kappa de 0,97 entre hematoxilina férrica/ Coprotest®, e entre hematoxilina férrica/Lutz e
Kappa de 1,00 entre hematoxilina férrica/ELISA (Tabela 9). Para Entamoeba hartmanni
houve concordancia total entre todos os métodos (Kappa =1,00) e para Blastocystis hominis
houve uma fraca concordancia entre os métodos hematoxilina férrica/ Coprotest® com

Kappa de 0,42 (Tabela 8).

Foi realizada morfometria de cistos em 51 amostras coradas pela hematoxilina
férrica, sendo 43 positivas para Entamoeba histolytica/E. dispar ¢ 8 para Entamoeba
hartmanni. Os cistos de Entamoeba histolytica/E. dispar mediram 12,50um ((+.1,2) e os de
Entamoeba hartmanni 8,43um (£0,36).
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A aplicag@o de diferentes métodos de exame de fezes torna-se necessaria tendo
em vista a variabilidade morfolégica e biologica apresentada pelos parasitos. Nem sempre
uma técnica apropriada ao encontro de ovos sera eficiente na deteccdo de larvas de
helmintos e cistos ou oocistos de protozoarios. A utilizagdo de técnicas capazes de detectar
outros elementos parasitarios que ndo somente aqueles em enfoque poderia trazer maiores

beneficios a populagdo.

Ao compararmos os métodos Coprotest® e Kato-Katz (Tabela 3), foi usado o
método de Kato-Katz como padrdo, uma vez que o kit comercial Coprotest® foi
recentemente lancado no mercado e era de nosso interesse avaliar seu desempenho,
comparando-o com técnicas ja usadas em laboratérios de Patologia Clinica. Nota-se que
Kato-Katz foi superior ao Coprotest® na deteccao de ovos de Trichuris trichiura
(Tabela 3).

Ao compararmos os métodos de Kato-Katz e Coprotest® para
ancilostomatideos, constatamos que o indice Kappa foi de apenas 0,43, indicando uma
baixa concordancia (Tabela 4). Quando ambos os métodos foram positivos (Tabela 5), a
média geométrica de ovos por grama de fezes para Kato-Katz foi maior (65,5 opg) €
quando o Coprotest® foi negativo com Kato-Katz positivo, essa média foi menor (13,6
opg). Neste caso, o resultado foi dependente da quantidade de ovos na amostragem
analisada. Podemos observar que a média aritmética e geométrica para ancilostomatideos
foram calculadas para 15 amostras positivas (Tabela 5) e ndo para 17 como mostra a Tabela
3. Nio foi possivel realizar a contagem de ovos no material desses dois individuos. Embora
positivo, o material enegrecido ndo foi clarificado satisfatoriamente, impedindo uma
contagem precisa. A mesma situacdo ocorreu para o calculo das médias aritmética e

geométrica de Trichuris trichiura, para trés individuos (Tabelas 3 e 5).

Para os ancilostomatideos foi possivel comparar somente 202 amostras (Tabela
3) devido ao tempo transcorrido entre a preparagdo das laminas e sua leitura. O método de
Kato-Katz preconiza que para ancilostomatideos as ldminas sejam lidas em até 2 horas
(KATZ et al. 1972) apbés sua preparagcdo, o que nem sempre foi possivel. As préprias

caracteristicas dos ovos desses parasitos que sdo transliucidos e frageis, aumentam ainda
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mais a dificuldade de diagnéstico pelo método de Kato-Katz. Apds duas horas da
prepara¢do das laminas, os ovos superclarificados ndo aparecem convenientemente € nos

lugares ocupados por eles ficam areas claras, sendo impossivel identifica-los.

MELLO, ROCHA, MOREIRA, (2000) ¢ MANGINI ef al. (1999) ndo
constataram diferencas significativas nos resultados entre Coprotest® e Kato-Katz para
helmintos. MELLO et al. (2000) ao compararem 182 amostras de fezes ndo encontraram
diferencas significativas para Coprotest® e Kato-Katz entre os helmintos. Esses mesmos
autores realizaram o método de Coprotest® de acordo com as instrugdes do fabricante
(NL Comércio Exterior — Divisdo Diagnostek). MANGINI et al. (1999), ao estudarem 114
amostras de fezes, observaram que a taxa de prevaléncia para Trichuris trichiura foi
significantemente menor para o método de Coprotest® (24,6%) em relagdo aos metodos de
Lutz (sedimentag¢do espontanea), direto e Kato-Katz (43%). Com o objetivo de se alcangar
melhores resultados, esses autores efetuaram pequenas modificagdes na técnica preconizada
pelo fabricante do Coprotest® e 128 amostras de fezes foram submetidas a0 mesmo estudo
comparativo. As modificagdes no Coprotest® foram as seguintes: a agitagdo dos tubos com
acetato de etila foi feita manual e individualmente, ao contrario da instrugdo que preconiza
agitacdo em estante; a centrifugagdo foi realizada a 1500 rpm por 2 minutos € ndo a 2000
rpm por 2 minutos. A segunda centrifugacdo foi substituida por sedimentacdo espontanea
durante 1 hora ou mais. Apos as modificagdes efetuadas na preparacdo do exame
parasitologico de fezes pelo método de Coprotest®, MANGINI er al. (1999) puderam
observar uma sensivel melhora nos resultados da leitura microscopica € obtiveram para
Trichuris trichiura 18% no Coprotest® e 22,7% nos métodos de Lutz, direto e Kato-Katz.
MELLO et al. (1989) ndo observaram nenhuma diferenca significativa para helmintos em
76 exames parasitologicos de fezes entre os métodos Coprotest® (técnica preconizada pelo
fabricante) (71,1%) e Lutz (73,7%). Todavia, AMATO NETO et al. (1989) ao compararem
207 amostras de fezes pelos métodos Lutz, Faust, Rugai e Coprotest® (técnica preconizada
pelo fabricante) puderam observar que o Coprotest® foi superior aos demais métodos
quanto aos ovos de Trichuris trichiura, sendo 10,6% para Coprotest®, 7,2% para Faust €

3.4 % para Lutz.
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Nos trabalhos de MELLO er al. (1989), AMATO NETO er al. (1989),
MANGINI et al. (1999) e MELLO et al. (2000) os autores fizeram uma comparagdo dos
métodos Coprotest®, Kato-Katz, Lutz, Faust e Rugai, observando apenas as freqiiéncias
dos parasitos entre os mesmos, ndo sendo calculadas sensibilidade, especificidade,

coeficiente Kappa e carga parasitaria.

No nosso trabalho consideramos interessante modificar a técnica do Coprotest®
em apenas um aspecto. A agitacdo dos tubos com acetato de etila foi manual e individual, a

fim de se obter uma melhor homogeneiza¢do do material.

Constatamos uma diferenca significativa na taxa de infeccdo para Trichuris
trichiura pelos métodos de Kato-Katz (16,2%) e Coprotest® (7,5%) (Tabela 3). Com
relagdo as medidas de exatiddo entre os dois métodos (Tabela 4), obteve-se um Kappa
intermediario de 0,54. Ao analisarmos a intensidade de infec¢@o (Tabela 5) foi verificado
para Trichuris trichiura que quando o método de Coprotest® foi negativo e Kato-Katz
positivo, a média geométrica do numero de ovos por grama de fezes para o método
Kato-Katz foi menor (65 opg) e quando ambos foram positivos, a média geométrica de
ovos por grama de fezes para o método Kato-Katz foi maior (199 opg). O nivel de carga
parasitaria entre ambos foi leve (até 5.000 opg) segundo REY (1991). Quando a carga
parasitaria para o método de Kato-Katz foi baixa, o método de Coprotest®foi negativo
(Tabela 5).

As cargas parasitarias das infec¢des por helmintos foram de uma maneira geral
classificadas como leves (Tabela 6). Todavia, constatou-se intensidade intensa (mais de
10.000 ovos por grama de fezes) (Quadrol) para Ascaris Iumbricoides em 49% dos
individuos examinados. Esta carga parasitaria e o indice de prevaléncia de 34,4% (Tabela
1) indicam que este geohelminto merece destaque no programa de saude comunitaria do

municipio de Pedro de Toledo — SP.

Deve-se ter a precaugdo ao se analisar o baixo Kappa, 0,39 (Tabela 4) para
Schistosoma mansoni, uma vez que foram constatados apenas 7 individuos infectados pelo

método de Kato-Katz ¢ 3 pelo método de Coprotest® (Tabelas 1 e 3).
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Além da carga parasitaria ser limitante no uso do Coprotest®, outros aspectos
merecem ser discutidos. Apesar do uso de aproximadamente 140 mg de fezes para o
método de Coprotest® e 129 mg de fezes para o método de Kato-Katz (43 mg por lamina),
este ultimo mostrou-se mais sensivel. No método de Kato-Katz as fezes sio clarificadas
sem qualquer dilui¢io, enquanto no método de Coprotest®, embora a quantidade de
material seja um pouco maior, provavelmente perde-se parte do material e de formas
parasitérias durante seu processamento nas seguintes etapas: na diluicdo com formol a 10%
em que se utiliza parte do material diluido (7 ml); o uso do acetato de etila como
desengordurante também favorece a perda do material fecal, visto que hd a formagéo de
uma camada sobrenadante de +0,5 ¢cm de espessura, composta de restos fecais misturados
com detritos de gordura que € sempre desprezada. O método de Coprotest® utiliza fezes
consistentes, pastosas, semi-pastosas ¢ até mesmo liquidas. Neste ultimo caso, o material
fecal ja estaria diluido naturalmente. Dependendo dessa consisténcia, pode haver maior ou
menor quantidade de detritos, como restos alimentares, algumas vezes mal digeridos como
fibras vegetais, fibras musculares, amido em dimensbes macroscopicas, dificultando a
passagem das fezes propriamente ditas pela peneira. No método de Kato-Katz, esses
residuos ficam retidos na tela metélica e s6 se utiliza para andlise o material tamizado. A
tela metalica tem um didmetro (250um), que permite a passagem de residuos e ovos de
helmintos. Portanto, a selecio e concentragdo do material independe da pressdo exercida
pelo analista sobre a tela durante o procedimento da técnica. No presente estudo, evitamos
o uso de fezes diarréicas e mucosas, sendo analisadas apenas fezes formadas.
DOMINGUES et al.(1980) obtiveram uma maior concentracdo e homogeneizagdo no
método de Kato-Katz, quando evitaram também alguns fatores que para eles levariam a
resultados imprecisos, como por exemplo, fezes diarréicas, muco e residuos. Portanto,
quando estes interferentes sdo evitados, permite-se ao método, uma melhor
homogeneidade, assim como uma maior concentragdo. Seria interessante realizar estudo
comparativo entre Kato-Katz ¢ Coprotest®, aplicando os mesmos critérios de recusa de

amostra para ambos os métodos.

ARAUJO (2000) padronizou uma metodologia que permitiu a quantificagdo de
ovos de helmintos por meio do método de Coprotest® a avaliagdo da sua aplicabilidade em

estudos epidemiologicos. Nas amostras vindas do campo, processadas pelo Coprotest®, a
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metodologia de quantificagdo por amostragem foi aplicada naquele material que continha
acima de 5.000 ovos de Ascaris lumbricoides por grama de fezes, correspondendo a
aproximadamente 200 ovos por limina, segundo método de Kato-Katz. Esse limite foi
definido ao se observar durante a leitura para diagnéstico qualitativo das fezes que, pelo
menos um ovo estd presente em cada campo examinado ao microscopio, com aumento de
100x. Quando se aplicou essa metodologia de quantificagdo por amostragem nas laminas
preparadas por meio do método de Kato-Katz, observou-se que os ovos ficavam menos
espalhados na limina. O esfregago fecal, preparado com aproximadamente 22mm de
diametro, apresentava area menor do que a laminula de vidro utilizada no Coprotest®
(24x32mm), 0 que propicia a maior proximidade entre os ovos. Assim, foi possivel realizar
a quantificagio por amostragem nas liminas de Kato-Katz que apresentavam nimero de
ovos por grama de fezes a partir de 2.500, correspondendo a cerca de 100 ovos por lamina.
Comparando-se os resultados qualitativos do Coprotest® com os obtidos pelo método de
Kato-Katz, ARAUJO (2000) observou uma boa concordancia para Schistosoma mansoni,
Ascaris lumbricoides e Trichuris trichiura. Quando o numero de ovos por grama de fezes
foi abaixo de 100, o Coprotest quantitativo foi inferior ao Kato-Katz. Essa limitagdo dos
dois métodos em detectar ovos em amostras de individuos com baixa carga parasitaria pode
levar a uma determinagio subestimada da prevaléncia das parasitoses. O mesmo ocorreu no
presente trabalho, pois quando as amostras foram positivas no Kato-Katz para Trichuris
trichiura e ancilostomatideos e negativas para o método de Coprotest®, a carga parasitéria
detectada no método de Kato-Katz foi mais baixa, 65,0 opg para Trichuris trichiura € 13,6
opg para ancilostomatideos. Por outro lado, quando ambos os métodos foram positivos, a
carga parasitaria foi maior, 199,0 opg para Trichuris trichiura e 65,5 opg para

ancilostomatideos.

KATZ, COELHO, PELLEGRINO (1970) comparando a taxa de recuperagdo de
ovos de Schistosoma mansoni adicionados a fezes humanas processadas por meio do
método de Kato, com e sem tamizagdo da matéria fecal, verificaram maior concentragao de
ovos no material tamizado. Observacdes semelhantes foram realizadas por KNIGHT et al.
(1976) em amostras clinicas com diferentes cargas de ovos de Schistosoma mansoni,

verificando que a média de ovos recuperados em fezes tamizadas foi 38% maior que no

Discussdo

61



material nio tamizado. Sendo assim, € importante considerar esse aspecto ao se interpretar

os resultados obtidos por meio do método de Kato-Katz.

E oportuno comentar a discorddncia entre os métodos Coprotest® e Lutz
(Tabela 7) para os cistos de Blastocystis hominis. Isto provavelmente se deve a agua
utilizada na técnica de Lutz que destréi os cistos do protozoario (ZAMAN, HOWE, NG,
1995). Ja o formol tamponado a 10% usado no Coprotest® preserva a sua morfologia e a
salina (0,85%) usada no direto também ndo destréi os cistos. Como no método de
Coprotest®, a 4gua é usada somente no final do processamento para lavagem do material e
j4 estando os cistos de Blastocystis hominis preservados pelo formol, os mesmos ndo siao
destruidos neste método. Assim, exames de fezes de rotina que ndo utilizam agua em suas
preparagdes sdo adequados para reconhecer e identificar Blastocystis hominis (ZAMAN
et al. 1995).

Embora grande parte da populagdo mundial possa albergar Blastocystis
hominis, muitos individuos permanecem assintomaticos. Blastocystis hominis é muito mais
prevalente do que outros protozoarios intestinais patogénicos e ndo patogénicos. Ele pode
apresentar-se em formas cisticas ¢ amebianas, sendo esta ultima ocasionalmente vista em
fezes diarréicas e de dificil reconhecimento (ZIERDT, 1991). Podemos confundir
Blastocystis hominis com leucécitos, leveduras, detritos ou com cistos de amebas.
Blastocystis hominis pode ser quantificado quando encontrado nas fezes como raros,
poucos, moderados ou muitos. O Blastocystis hominis deve ser quantificado somente no

exame direto, pois o material fecal ndo pode ser concentrado.

Na auséncia de outros organismos como parasitos, bactérias ou viroses,
Blastocystis hominis pode ser a causa de diarréia, colica, nausea, febre, vomito e dor
abdominal e deve ser tratado (GIACOMETT er al. 1999). Tanto em grande como em
pequena quantidades, ele pode ser causa de sintomatologia intestinal. O metronidazol
aparece como a droga mais adequada (DUNN & BOREHAM, 1991). Em pacientes
imunossuprimidos, os sintomas podem ser mais pronunciados. Em pacientes sintomaticos,
nos quais nenhum agente etiologico foi identificado, Blastocystis hominis pode certamente
ser considerado o possivel patogeno (ALBRECHT ez al. 1995).
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Quanto aos demais parasitos diagnosticados nas amostras processadas, a
freqiiéncia foi determinada somente por meio dos resultados obtidos no Coprotest® (Tabela
2). Vale ressaltar que alguns parasitos como Strongyloides stercoralis, Giardia intestinalis,
Entamoeba histolytica/Entamoeba dispar ¢ Blastocystis hominis, ndo detectados pelo
método de Kato-Katz, deixariam de ser diagnosticados na populagdo, ndo fosse a aplicagdo
do Coprotest®.

Por ter sido o Coprotest® inferior ao Kato-Katz para detecgio de Trichuris
trichiura, ndo é aconselhavel usa-lo como Unico método de concentragdo em uma rotina
laboratorial, quando as cargas parasitdrias sdo baixas. Atualmente, na regido sudeste do
Brasil, geralmente as populagdes apresentam intensidades de infec¢do leves (NEVES et al.
2001).

Para comparagio dos métodos de Coprotest®, hematoxilina férrica, Lutz e o
método enzimatico (ELISA) (Tabela 8), usou-se a técnica de hematoxilina férrica como

padrdo, por ser esta técnica mais especifica na detecgdo de protozoarios intestinais.

A freqiiéncia de Entamoeba histolytica/Entamoeba dispar foi de 47,7% nos
métodos Coprotest® e Lutz e 50,0% na hematoxilina férrica e método enzimatico
(Tabela 7). A sensibilidade e especificidade para o método imunoenzimatico foi de 100%
(Tabela 9). Para comparagdo dos métodos utilizou-se propositalmente 86 amostras de
pacientes com histéria clinica de amebiase intestinal. Se fosse utilizada amostragem sem
suspeita clinica, certamente o numero de individuos parasitados por Entamoeba
histolytica/Entamoeba dispar, seria bastante reduzido, uma vez que na rotina laboratorial
dos Hospitais de Clinicas, da UNICAMP e da USP (SP), a freqiiéncia para esses

protozoarios é, em média, inferior a 1%.

No presente trabalho ndo foi utilizado o método de flutuagdio em sulfato de
zinco (Faust) para pesquisa de protozoarios € ovos leves (principalmente
ancilostomatideos), pois com base no estudo de SALVARANI, MENDES, DIAS (2000)
verificou-se que o método de Coprotest® era altamente satisfatorio para detec¢do de

protozoarios intestinais. Esses autores ao examinarem 430 amostras de fezes, ndo
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observaram discordancia na comparagio dos métodos de Lutz, Coprotest®, Faust e Willis,
para a detecgio de protozodrios (Entamoeba histolytica/Entamoeba dispar, Entamoeba
coli, ITodamoeba butschilli, Endolimax nana, Isospora belli) e para ancilostomatideos. Por
outro lado. no Brasil, a rotina de exames de fezes geralmente estd apoiada na técnica de
Lutz e ndo na de Faust, a mais adequada para o diagnostico de protozoarios intestinais,

excetuando-se a hematoxilina férrica.

Os resultados das anilises dos métodos Coprotest® e Lutz (Tabela 8) foram
altamente concordantes tanto para protozoarios como para helmintos, com excegdo de
Blastocystis hominis que nio foi detectado no método de Lutz. SALVARANI ez al. (2000)
examinando 353 amostras de fezes obtiveram uma boa concordéncia (Kappa 0,82) entre as
técnicas de Lutz e Coprotest® para detecgdo de helmintos e entre os protozodarios houve
discordancia apenas para Blastocystis hominis (Kappa 0,33), da mesma forma que em nosso
trabalho, onde o Kappa foi de 0,42 (Tabela 8).

Nio constatamos discorddncia entre os métodos parasitologicos € 0 método
imunoenzimatico (ELISA) em relagdo a Entamoeba histolytica/Entamoeba  dispar
(Tabela 7), observando um 6timo Kappa (0,97 para Coprotest® e Lutz e 1,00 para ELISA)
(tabela 9). Todavia varios trabalhos demonstram discordéncia entre os métodos utilizados
(ONG et al. 1996; BENZEGUIR & KETTIZ, 1997; POVOA et al. 2000).

ONG et. al. (1996) ao compararem 431 pacientes detectaram mais casos de
Entamoeba histolytica/Entamoeba dispar no método imunoenzimatico (16,9%) do que nos
métodos parasitolégicos (direto e concentragdo pelo MIF, 10,9%). Todos os resultados
positivos foram confirmados pela coloragdo com hematoxilina férrica. O método
imunoenzimatico apresentou  sensibilidade ¢ especificidade de 78% e 99%,
respectivamente. BENZEGUIR & KETTIZ (1997) examinando 200 amostras fecais, sendo
que 8% (N= 40) eram de individuos sintomaticos para amebiase intestinal, detectaram 26
(13%) amostras positivas para Entamoeba histolytica/Entamoeba dispar utilizando a
técnica de Ritchie, direto e coloragdo de azul de metileno e 41 amostras (20,5%) positivas
para os mesmos protozoarios pelo método enzimatico. O método imunoenzimatico

apresentou sensibilidade e especificidade de 100% e 99,3% respectivamente; pelas técnicas
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parasitologicas a sensibilidade foi de 65% e especificidade de 100%. POVOA et al. (2000)
a0 analisarem 438 amostras fecais, obtiveram uma porcentagem de 10,5% para Entamoeba
histolytica/Entamoeba dispar para os métodos direto e Faust, 8,0% para hematoxilina
férrica e 29% para o método imunoenzimatico. Segundo esses autores, o teste de
coproantigenos foi mais eficiente para deteccdo da amebiase intestinal, com maior
sensibilidade (86%) e especificidade (98%) do que os métodos parasitologicos. Nos
trabalhos acima mencionados, 0s autores encontraram discordancia entre os métodos

imunolégico e parasitolégicos, indicando que o primeiro foi mais eficiente.

Com os resultados obtidos no nosso trabalho, questiona-se as afirmagdes de
ONG et al. (1996); BENZEGUIR & KETTIZ (1997) e POVOA et al. (2000), pois nossos
resultados foram compativeis em todos os métodos (Coprotest®, Lutz, hematoxilina férrica
e imunoenzimatico) (Tabela 7). Atribuimos a nossa concordancia aos seguintes fatores:
cuidado na execucdo das técnicas, experiéncia do laboratorista e morfometria dos
protozoarios. Quando esses fatores ndo sao considerados, a diferenciagdo morfologica com
outras amebas intestinais, leucdcitos e artefatos € prejudicada, podendo levar a erros no
diagnostico microscopico (BRUCKNER, 1992). O método parasitologico ¢ baseado nas
caracteristicas fisicas, mecanicas e biologicas dos estagios parasitarios encontrados no
organismo do hospedeiro. Portanto, ¢ imprescindivel que o método de escolha seja 0 mais
adequado para pesquisa do parasita em questdo. As amebas devem ser diferenciadas pelas
suas caracteristicas morfologicas, morfométricas € numero de nucleos; por isso, €
importante o uso de coloragdes permanentes € a morfometria dos parasitos. Em um exame a
fresco, células do sangue, tais como, leucécitos e macrofagos contendo vacuolos ou até
mesmo eritrocitos, podem ser confundidos com trofozoitas de amebas, levando a erros de
diagnéstico. Dai a necessidade de se usar uma coloracdo permanente para garantia de um

diagnostico seguro.

A coloragdo permanente de hematoxilina férrica ainda € a mais usada por ser
considerada o melhor processo de coloragdo para trofozoitas € cistos de amebas permitindo
um diagnéstico seguro e o uso concomitante com a morfometria nos permite fazer a

diferencia¢do entre as mesmas.
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Atualmente, métodos de detecgdo de antigenos nas fezes tornaram-se uma
opgio para os laboratorios de Patologia Clinica nos casos em que as técnicas
parasitologicas tradicionais sdo insatisfatorias. Varios “kits” estdo disponiveis
comercialmente e a especificidade e sensibilidade deles proporcionam excelentes resultados
(HAQUE, et.al. 1995; WILSON ef al. 1995). Estes “kits” que utilizam o ELISA
determinam a presenca de Entamoeba histolytica/Entamoeba dispar, diferenciando-as de
outras amebas ndo patogénicas como Entamoeba coli, Entamoeba hartmanni, lodamoeba
butschilli, Endolimax nana. Também existe “Kit” que pode separar Entamoeba histolytica
da Entamoeba dispar, usando a reagdo de ELISA ou reagdo de polimerase em cadeia (PCR)
(BRITTEN et al. 1997; MIRELMAN et al. 1997; ZENGZHU et al. 1999). Na
diferenciagio dessas duas amebas o PCR ¢ mais sensivel que o ELISA (BRITTEN er al.
1997; SANUKI et al. 1997; TROLL et al. 1997). Todavia existem autores que nao
encontram diferenga entre PCR e ELISA (HAQUE e al. 1998). Os métodos comerciais que
empregam a metodologia enzimitica requerem fezes refrigeradas até 48 horas ou
congeladas. O PCR mostrou-se muito mais sensivel com fezes sem conservantes, mantidas
apenas refrigeradas por periodo de até 30 dias. O uso do conservante SAF em fezes
armazenadas pelo mesmo periodo, diminui fortemente a sensibilidade do PCR (TROLL
et al. 1997). Os autores revelam que o uso do fixador SAF durante apenas o procedimento

de concentrac¢do ndo interfere no resultado final do PCR.

E importante lembrar que a técnica de PCR por amostras de DNA, tem
demonstrado bons resultados na diferenciacio entre Entamoeba histolytica € Entamoeba
dispar (HAQUE et al. 1995; BRITTEN et al. 1997; TROLL et al. 1997; HAQUE et al.
1998: GOMES ef al. 1999). Essa técnica que permite a diferenciagéo entre as amebas,

auxilia 0 médico quanto ao uso ou ndo de medicagdo antiparasitaria especifica.

O teste ELISA usado em nosso trabalho foi o ProSpect Ensaio
Imunoenzimatico (Alexon®, Inc) para Entamoeba histolytica/Entamoeba dispar em
microplaca. E um teste simples, de facil execugdo, com sensibilidade e especificidade de
100%, podendo ser incluido como método de diagnéstico nos casos suspeitos de amebiase
intestinal, embora o seu alto custo e o fato de ndo diferenciar cepas patogénicas

(Entamoeba histolytica) das nfo patogénicas (Entamoeba dispar) seriam fatores limitantes
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para o uso na rotina em Patologia Clinica. Além disso, as amostras de fezes devem ser
coletadas em frascos de plastico limpo e armazenadas de 2 a 8°C e testadas dentro de 48
horas. Se as amostras ndo puderem ser processadas dentro de 48 horas, deverao ser
congeladas a —20°C. Amostras de fezes concentradas ou coletadas em formalina 10%,
fixadores SAF ou APV ndo sdo adequadas para realizagdo deste ensaio (RAMOS et al.
1999).

Nossos resultados indicam que a pesquisa de antigenos nas fezes (ELISA) ndo
obteve resultados superiores aos métodos de Lutz, Coprotest® e hematoxilina férrica. O
Coprotest® ndo deve ser usado como unico método de concentragdo quando as cargas

parasitarias de helmintos s@o baixas.
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O Coprotest® mostrou-se inferior ao método de Kato-Katz na detec¢do de ovos
de Trichuris trichiura e ancilostomatideo quando a intensidade de infec¢do € baixa. Mesmo
sendo um método de concentra¢do, ndo é aconselhavel usa-lo como tnica técnica em uma

rotina laboratorial, na vigéncia de baixas cargas parasitarias.

O método de Kato-Katz apesar de utilizar uma quantidade menor de fezes em
relagdo ao método de Coprotest®, concentra melhor o material fecal apds a passagem das

fezes pela tela metalica.

Tanto o método de Coprotest® como o método de Lutz foram altamente
concordantes na detecgdo de protozodrios. E desnecessario o uso concomitante dos dois
métodos na rotina laboratorial, ficando a critério do laboratorista a escolha daquele que

mais lhe convier.

Nzo houve discorddncia entre os métodos parasitologicos Coprotest®, Lutz,
hematoxilina férrica e ELISA (detecgdo de antigenos nas fezes). Tanto o ELISA como o
método de colora¢io permanente pela hematoxilina férrica foram excelentes para detectar

Entamoeba histolytica/Entamoeba dispar nas fezes.

O teste de ELISA é simples, de facil execugdo, com oOtima sensibilidade e
especificidade, mas por ser de alto custo, ndo poder usar fezes conservadas e o fato de ndo
diferenciar Entamoeba histolytica da Entamoeba dispar pode levar a fatores limitantes para

seu uso em uma rotina laboratorial.
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Parasitological diagnosis requires a high degree of sensitivity and specificity to
detect intestinal parasites because the right treatment depends on this result. A comparative
study was conducted on 332 individuals in the municipality of Pedro de Toledo, SP, Brazil,
to assess the concordance between the Kato-Katz and Coprotest® techniques for helminths
detection as well as the concordance regarding the Coprotest®, Lutz, iron hematoxylin and
ELISA (antigens in the feces) techniques for protozoa diagnosis in 86 patients with a
history of intestinal amebiasis. The comparison of Kato-Katz with Coprotest® in 332
samples demonstrated a significant difference in relation to Trichuris trichiura, 16.2%
Kato-Katz and 7.5% Coprotest®. The positive and negative samples of the Coprotest®
method were compared with the number of eggs per gram of feces (epg) obtained in the
Kato-Katz method because of this difference. When the Coprotest® method was negative,
the epg was 65 in the Kato-Katz method and when Coprotest® method was positive, the
epg was higher (199). The Coprotest® method demonstrated that it was inferior to the
Kato-Katz when the intensity of infection was low. No significant difference was observed
regarding Entamoeba histolytica/Entamoeba dispar with the Lutz, Coprotest®, iron
hematoxylin and ELISA methods while the Kappa was higher at 0.97 indicating an

optimum concordance among the methods.
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ANEXO 1

CADASTRO DE PACIENTES

LOCAL <A>
NOME <A >
{MATRICYULA #####HHHE# IDADE ## SEXO <A>

METODOS

(HEMATOX}TLINA FERRICA <A>

E.COLI1 <A> ENANAI <A> E.{HARTMA}NI{1} <A>
E.(HISTO1}/DISPAR <A> IODAl <A> BLASTOl <A> GIARDIAI <A>
OUTROSI <A > NAO {REAL}IZADOS{1} <A>

(LUTZ} <A>

E.COLI2 <A> GIARDIA2 <A>  HYMEN2 <A>
E.NANA2 <A> STRONG2 <A>  TENIA2 <A>
E.{HARTM}ANI{2} <A> ANCY2 <A> ASCARIS2 <A>
E.{HISTO2}/DISPAR <A> ENTERO2<A>  IODA2 <A>
TRIC2 <A> BLASTO2 <A>  SCHISTO2 <A>
OUTROS2 <A > NAO {REAL}IZADOS{2} <A>

{COPROTEST} <A>

E.COLI3 <A> GIARDIA3 <A>  HYMEN3 <A>
E.NANA3 <A> STRONG3 <A>  TENIA3 <A>
E.{HARTM}ANI{3} <A> ANCY3 <A> ASCARIS3 <A>
E.{HISTO3}/DISPAR <A> ENTERO3 <A>  IODA3 <A>
TRIC3 <A> BLASTO3 <A>  SCHISTO3 <A>
OUTROS3 <A > NAO {REAL}IZADOS{3} <A>

IMUNO # NAO {REAL}IZADOS {4} <A>

—

O
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ANEXO 2

CADASTRO DE PACIENTE

IDENTIFICACAO DA {UNICAMP} ####  {DATA} DA {COLE}TA <dd/mm/yyyy>
IDENTIFICACAO DO {CAMPO} <A >

NOME <A > SEXO <A>

IDADE #  LOCAL <A >

KATO KATZ - {AMOSTRA1} <A>

S.{MANSONI1} <A> {OVOS} ###### ASCl <A> {OVO}S #####t

TRI1 <A> {OV}OS #4####  ANCY1 <A> {OVO}S ####H#

TENI1 <A> OUTROSI <A > NAO {REAL}IZADOS{1} <A>

COPROTEST - {AMOSTRAZ2} <A>

S.{MANSONI2} <A> ANCY2<A> ASC2<A>

ENT2 <A> TRI2 <A> HYM2 <A>  TEN2 <A>

STRONG?2 <A>

E.COLI <A> ENANA <A> E.{HIST}/E.DISPAR <A>

JODA <A>  GIAR <A> BLAST<A> OUTROS2 <A >
NAO {REAL}IZADOS{2} <A>
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