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Introduction: The World Health Organization 
(WHO) points out that infection by 
enteroparasites can affect ~3.5 billion people 
around the world. Hemodialysis (HD) patients 
may be more susceptible to infections by 
opportunistic pathogens due to impaired 
immune function. We evaluated enteroparasite 
infection in a sample of HD-patients from 
two dialysis centers and in a control group. 
Methods: Fecal samples were processed using 
the Hoffmann-Pons-Janner, Ritchie, Willis, 
and Rugai techniques. Patients with kidney 
failure from two dialysis centers undergoing 
HD for more than 3 months were included. 
The control group consisted of relatives of 
the patients without overt CKD. The TaqMan 
PCR and multiplex real-time PCR were 
carried out for detection of Cryptosporidium 
spp. and C. parvum and to differentiate the 
Entamoeba (E.) histolytica/E. dispar complex, 
respectively. Results: A total of 97 HD 
patients and 42 controls were enrolled in the 
study. Fifty (51.5%) fecal samples from the 
HD group were positive for enteroparasites, 
as were 26 (61.9%) from the control group  
(P  =  0.260). S. stercoralis was the single 
helminth detected and was only present in 
HD-patients. Coproscopy detected seven 
positive samples for the E. histolytica/ 
E. dispar complex, three from HD patients 
and four from controls: by PCR, all samples 
were positive for the non-pathogenic E. dispar. 
Safranin-stained fecal smear slides were all 
negative for Cryptosporidium spp. However, 
by PCR, amplification for Crypstosporidium 
spp. was seen in six samples, all from the HD 
patients. Two of the species were classified 
as C. hominis by PCR-RFLP. Conclusions: 
Enteroparasite infection as detected by 
traditional techniques were not more prevalent 
in HD patients, but S. stercoralis was only 
found in these patients. It is noteworthy that 
Cryptosporidium spp. infection, also affecting 
only HD patients, could only be detected by 
molecular biology techniques.

Abstract

Introdução: A OMS aponta que infecções por 
enteroparasitos podem afetar ~3,5 bilhões de 
pessoas globalmente. Pacientes em hemodiálise 
(HD) podem ser mais suscetíveis a infecções 
por patógenos oportunistas devido à função 
imunológica prejudicada. Avaliamos a infecção 
por enteroparasitos em pacientes em HD de 
dois centros de diálise e um grupo controle. 
Métodos: Amostras fecais foram processadas 
pelas técnicas de Hoffmann, Pons&Janner, 
Ritchie, Willis e Rugai. Incluímos pacientes 
com insuficiência renal, de dois centros de 
diálise, em HD por mais de três meses. O grupo 
controle consistiu em familiares dos pacientes 
sem DRC evidente. PCR TaqMan e PCR 
Multiplex em tempo real foram realizadas para 
detecção de Cryptosporidium spp. e C. parvum 
e para diferenciar o complexo Entamoeba 
(E.) histolytica/E. dispar, respectivamente. 
Resultados: 97 pacientes em HD e 42 controles 
foram incluídos no estudo. Cinquenta (51,5%) 
amostras fecais do grupo HD foram positivas 
para enteroparasitos, assim como 26 (61,9%) 
do grupo controle (P = 0,260). S. stercoralis foi 
o único helminto detectado, presente apenas 
nos pacientes em HD. A coproscopia detectou 
sete amostras positivas para o complexo  
E. histolytica/E. dispar, três de pacientes em 
HD e quatro controles: através da PCR, todas 
as amostras foram positivas para E. dispar 
não patogênica. As lâminas de esfregaço fecal 
coradas com safranina foram todas negativas 
para Cryptosporidium spp. Entretanto, através 
da PCR, observou-se amplificação para 
Crypstosporidium spp. em seis amostras, todas 
de pacientes em HD. Duas das espécies foram 
classificadas como C. hominis por PCR-RFLP. 
Conclusões: A infecção por enteroparasitos, 
detectada por técnicas tradicionais, não foi 
mais prevalente em pacientes em HD, mas o 
S. stercoralis foi encontrado exclusivamente 
entre eles. Vale ressaltar que a infecção por 
Cryptosporidium spp., que também afetou 
somente pacientes em HD, pôde ser detectada 
somente por técnicas de biologia molecular.
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Introdução

Estima-se que a doença renal crônica (DRC) afete 
mais de 10% da população geral, o que corresponde 
a mais de 800 milhões de pessoas com algum grau 
de disfunção renal em todo o mundo1. Estudos 
sobre a prevalência de indivíduos em terapia renal 
substitutiva no Brasil demonstram que, em 2022, 
haviam 758 pacientes por milhão de habitantes 
(pmh) em diálise2. Pacientes com insuficiência renal 
em hemodiálise (HD) podem ser mais suscetíveis a 
infecções por patógenos oportunistas devido à função 
imunológica comprometida3.

Estimativas da Organização Mundial da Saúde 
(OMS) apontam que as infecções por parasitos 
intestinais podem afetar cerca de 3,5 bilhões de 
pessoas mundialmente, principalmente nos países 
em desenvolvimento4. O Cryptosporidium spp. é 
um protozoário zoonótico do filo Apicomplexa, 
considerado patogênico e uma das principais causas de 
doenças diarreicas em indivíduos imunossuprimidos. 
Pode ser encontrado no trato gastrointestinal de 
diversos hospedeiros e é um dos parasitos de veiculação 
hídrica mais prevalentes em todo o mundo5. Em 
indivíduos imunocompetentes, a infecção é limitada 
e tende a se resolver espontaneamente. No entanto, 
em indivíduos imunossuprimidos, pode ser fatal. Em 
pacientes com AIDS, câncer ou submetidos à HD, 
por exemplo, as infecções por Cryptosporidium spp. 
podem causar diarreia aguda, que está associada a 
morbidade e mortalidade substanciais6.

Relatos recentes indicam que a taxa de prevalência 
do parasito entre pacientes com insuficiência 
renal é elevada, especialmente em países em 
desenvolvimento7,8. No Brasil, por exemplo, diversos 
estudos relataram infecções por protozoários entre 
esses pacientes, com parasitos como Blastocystis 
spp., Endolimax nana, Entamoeba coli, complexo 
E. histolytica/E. dispar, Giardia intestinalis e 
Strongyloides stercoralis encontrados em suas amostras 
fecais9,10. Os pacientes em HD podem apresentar um 
amplo espectro de sintomas gastrointestinais por 
diferentes razões, dificultando sua correlação com 
infecções por enteroparasitos11,12. Nesse cenário, uma 
busca ativa por infecções parasitárias pode possibilitar 
o tratamento adequado, levando à melhora da 
qualidade de vida. No presente estudo, fornecemos 
dados recentes sobre a prevalência de enteroparasitos 
em pacientes em HD em comparação com um grupo 
controle sem insuficiência renal, em dois municípios 

da região metropolitana da cidade do Rio de Janeiro, 
Brasil.

Métodos

Foi realizada uma pesquisa transversal com amostra 
de conveniência, de março a novembro de 2019. 
Foram incluídos pacientes com insuficiência renal em 
tratamento de HD por mais de 3 meses provenientes 
de dois centros de diálise localizados nas cidades de 
Niterói (Centro 1) e Itaborai (Centro 2), sem restrição 
de sexo ou idade. O grupo controle consistiu em 
familiares dos pacientes, sem DRC evidente, que 
residiam na mesma casa e, portanto, estavam expostos 
aos mesmos possíveis fatores de risco para infecção 
por enteroparasitos.

O estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética da 
Faculdade de Medicina da Universidade Federal 
Fluminense, Niterói, Rio de Janeiro, Brasil, Protocolo 
número 1.147.848. Um termo de consentimento livre 
e esclarecido foi assinado por todos os indivíduos 
participantes do estudo.

Todos os participantes preencheram um 
questionário clínico e epidemiológico padronizado, 
abordando sintomas relacionados a infecções por 
parasitos intestinais, além de características sociais e 
demográficas. Eles foram instruídos a coletar amostras 
fecais utilizando coletores universais e receberam dois 
frascos: um com formalina a 10% para a coleta de 
três amostras em dias alternados, por um período 
máximo de dez dias, e um seco, para uma única 
amostra fresca. As amostras foram transportadas em 
caixas refrigeradas para o laboratório de parasitologia 
do hospital universitário, onde foram submetidas a 
estudos coproparasitológicos.

Processamento e Exame das Fezes

As amostras fecais foram processadas por meio das 
técnicas de Hoffman, Pons e Janner (1934)13, Ritchie 
(1948)14, Willis (1921)15, e Rugai (1954)16. Foram 
preparadas lâminas duplicadas de cada amostra, e 
as leituras foram realizadas separadamente por dois 
operadores. As amostras frescas foram utilizadas 
para realizar o exame direto e a técnica de Rugai, e 
alíquotas foram criopreservadas com o objetivo de 
realizar testes moleculares para detectar infecções por 
Cryptosporidium spp., por meio da PCR em tempo 
real. Para a detecção microscópica de oocistos de 
Cryptosporidium spp., foi empregada a técnica de 
coloração pela safranina/azul de metileno17. Para o 
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exame coproscópico, os sedimentos foram observados 
com aumentos de 100, 400 e 1.000X em microscópio 
óptico (Nikon Eclipse E 200®).

Extração de DNA: O DNA genômico total foi 
extraído de 500 µL de 127 amostras de fezes frescas 
utilizando o FastDNA™ Spin Kit for Feces (MP 
Biomedicals, EUA) de acordo com o protocolo do 
fabricante. As amostras foram rompidas em um 
disruptor de células FP120 (MP Biomedicals) a uma 
velocidade de 5,5 m/s por 10 s. Os extratos de DNA 
foram armazenados a –20ºC até o processamento 
subsequente.

Ensaios de PCR TaqMan

O procedimento da PCR TaqMan combinou uma 
reação duplex para a detecção de Cryptosporidium 
spp. e C. parvum e uma reação simples para a detecção 
de C. hominis, conforme descrito anteriormente18,19. 
Foram analisadas 127 amostras de DNA. Os ensaios 
foram realizados com um sistema 7500 para PCR 
em tempo real (Thermo Fisher Scientific Inc., EUA). 
Cada reação duplex de 20 μL continha 10 μL de 
2X Platinum Quantitative PCR SuperMix-UDG 
(Invitrogen, Thermo Fisher Scientific Inc., EUA), 
100 nM de cada sonda (JVAP 18S e JVAGP2), 250 
nM de cada primer (JVAF, JVAR, JVAGF e JVAGR) 
e 5 μL de DNA. Para o ensaio de C. hominis, cada 
reação de 20 μL continha 10 μL de 2X Platinum 
Quantitative PCR SuperMix-UDG (Invitrogen, 
Thermo Fisher Scientific Inc., EUA), 250 nM de cada 
primer (JVAF, JVAR, JVAGF e JVAGR), 5 mM de 
MgCl2, o dobro da concentração da sonda utilizada 
para o ensaio duplex (200 nM) e 5 μL de DNA. As 
condições de ciclagem do PCR Taq Man consistiram 
em desnaturação a 95ºC por 2 min, seguida de 45 
ciclos de desnaturação a 94ºC por 10 s, anelamento 
a 55ºC por 30 s e extensão a 72ºC por 20 s. Todos 
os ensaios incluíram controles positivos (C. hominis 
e C. parvum) e controles negativos (DNA extraído 
de amostras fecais negativas para qualquer parasito). 
Para investigar a presença de substâncias inibitórias, 
as amostras negativas foram contaminadas com 
aproximadamente 10fg de DNA de Cryptosporidium 
e, posteriormente, submetidas à PCR TaqMan.

Análise de Genotipagem

Seis amostras positivas de DNA de Cryptosporidium 
spp. também foram determinadas por nested PCR, 
amplificando um fragmento de 825 pb do gene rDNA 

da subunidade menor 18S e por análise de RFLP dos 
produtos secundários de PCR, utilizando as enzimas de 
restrição SspI (Thermo Fisher Scientific, Inc. Waltham, 
Ma, EUA) e VspI (Thermo Fisher Scientific). Os primers 
(18S-1F e 18S SSU-R2 - 1325 pb; 18SN-2F e 18S SSU-
R4X - 819-825 pb) e as condições de amplificação 
usados para PCR-RFLP foram adotados de publicações 
anteriores20. As condições de ciclagem foram as seguintes: 
um ciclo de 94ºC por 5 min, 35 ciclos de uma etapa de 
desnaturação a 94ºC por 30 s, uma etapa de anelamento 
a 56ºC por 45 s e uma etapa de extensão a 72ºC por  
90 s, com uma extensão final de 10 min a 72ºC.

Os produtos resultantes da digestão enzimática 
obtidos das seis amostras foram analisados em um 
gel de agarose a 2% e visualizados por coloração 
com brometo de etídio. As amostras que continham 
C. parvum e C. hominis foram posteriormente 
subtipadas por sequenciamento de DNA do gene gp60 
amplificado por nested PCR, seguindo o protocolo 
descrito por Glaberman et al.21. Cada amostra foi 
amplificada pelo menos três vezes pela PCR. Os 
primers AL3531 e AL3533 (840 bp) foram utilizados 
na PCR primária e os primers AL3532 e LX0029 
(440 bp) na PCR secundária. Os produtos do gp60 
e 18S rRNA foram purificados de acordo com as 
instruções do fabricante usando um kit NucleoSpin® 
Extract II (MACHEREY-NAGEL GmbH and Co. 
KG, Alemanha). O sequenciamento foi realizado em 
ambas as direções. As sequências de nucleotídeos 
obtidas neste estudo foram alinhadas com sequências 
de referência recuperadas do GenBank e sequências 
de gp60. As sequências resultantes foram editadas e 
alinhadas com o Bioedit Sequence Alignment Editor 
7.0.5.3. e o MEGA 4.122.

PCR em Tempo Real Multiplex Para Diferenciação 
do Complexo E. hystolitica/E. dispar

A PCR em tempo real Multiplex foi realizada em sete 
amostras microscópicas positivas de acordo com o 
protocolo de Gomes et al.23. As sequências-alvo foram 
amplificadas utilizando um par de oligonucleotídeos 
primers específicos para cada espécie24: E. dispar - 
EDP1 (5’ATGGTGAGGTTGTAG CAGA GA 3”) e 
EDP2 (5’ CGATATTGACCTAGTACT 3’), gerando 
um produto de 96 pares de bases (pb). E. histolytica 
- EHP1 (5’ CGATTTTCCCAGTAGAAATTA 3’) e 
EHP2 (5’ CAAAATGGTCGTCTAGGC 3’), gerando 
um produto de 132 pb. Esta reação tem um volume 
total de 25 μL e contém 0,5 μL de uma solução de 5 μM 
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de cada primer (EHP1, EHP2, EDP1 e EDP2), 1,25 
pmoles de RoxReferenceDye (Invitrogen, Thermo 
Fisher Scientific Inc., EUA), 8 µL de água deionizada, 
12,5 µL de Platinum SYBR Green qPCRSuperMix-
UDG (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific Inc., EUA) 
e 2 µL da solução de DNA purificado. A reação de 
amplificação foi realizada com o termociclador ABI 
7500 System (Applied Biosystems, Thermo Fisher 
Scientific Inc., EUA) e sob as seguintes condições: uma 
etapa inicial a 50°C por dois minutos, uma etapa a 
95°C por 2 minutos; 35 ciclos compostos pelas etapas 
de 15 segundos a 95°C e 33 segundos a 55°C; e uma 
etapa final correspondente à curva de dissociação, 
que consiste em 15 segundos a 95°C, seguidos de 
1 minuto a 60°C, 15 segundos a 95°C e 15 segundos 
a 60°C. A visualização da amplificação foi obtida no 
programa ABI 7500 System Software (Thermo Fisher 
Scientific Inc., EUA). A análise foi realizada em sete 
amostras microscópicas positivas.

Análise Estatística 

A análise dos dados foi realizada utilizando o 
software GraphPad Prism versão 8.0 para Windows 
(www.graphpad.com). O teste de Mann-Whitney 
foi empregado para comparar grupos independentes 
e as diferenças entre três ou mais grupos foram 
analisadas por meio do teste de Friedman ANOVA, 
complementado pelo teste de Tukey. As variáveis 
categóricas foram expressas como taxas de 
prevalência, com diferenças testadas usando o teste 
qui-quadrado. A significância estatística foi definida 
como valores de P < 0,05.

Resultados

No total, 139 participantes foram incluídos no estudo, 
97 com insuficiência renal em HD e 42 controles. 

A idade média dos pacientes em HD foi de 57 ± 12 
anos e a dos controles, de 50 ± 16 anos (P = 0,01). 
No Centro 1, foram incluídos 42 pacientes com uma 
média de idade de 59 anos, sendo a maioria do sexo 
feminino (52%). Os 55 pacientes do Centro 2 eram, 
em geral, mais jovens, com uma média de idade de 
55 anos (P = 0,08) e a maioria era do sexo masculino 
(62%). Os dados referentes às características sociais 
e demográficas de todos os participantes foram 
descritos em um relato anterior10.

Estudos Coproparasitológicos Tradicionais

Cinquenta de 97 (51,5%) amostras fecais de 97 
pacientes em HD e 26 amostras (61,9%) de 42 
controles foram positivas para enteroparasitos  
(P = 0,260). Conforme mostra a Tabela 1, a prevalência 
total de infecção por enteroparasitos foi de 54,7%, 
e espécies de protozoários foram encontradas com 
maior frequência do que helmintos. O protozoário 
Blastocystis spp. foi o parasito mais prevalente, 
sendo detectado em 42,5% das amostras, seguido por  
E. nana (17,9%). Além disso, também foram 
observados Entamoeba histolytica/E. dispar (5,1%), 
larvas de S. stercoralis (2,2%) e cistos de E. coli (0,7%). 
O perfil de infecção parasitária foi semelhante entre os 
grupos do estudo, com exceção do S. stercoralis, que 
foi encontrado somente em 3 pacientes em HD. Além 
disso, a prevalência de enteroparasitos foi semelhante 
entre os centros, tanto no grupo de pacientes quanto 
no grupo controle (p > 0,05).

A infecção por uma única espécie parasitária 
(monoparasitismo) foi encontrada com mais 
frequência do que as infecções mistas (poliparasitismo) 
em ambos os grupos, com significância estatística em 
pacientes em HD (74 vs. 26%; P = 0,01), mas não em 
controles (76,9 vs. 23,1%; P = 0,06). Sete amostras 

Tabela 1 	� Parasitos intestinais detectados por coproscopia em amostras de pacientes em hemodiálise (HD) e 
controles

Todos Pacientes em HD Controles P

n 139 97 42

Blastocystis spp. 59 (42,5) 40 (41,3) 19 (45,3) 0,66

Endolimax nana 25 (17,9) 16 (16,5) 9 (21,4) 0,49

E. histolytica/E. dispar 7 (5,1) 3 (3,1) 4 (9,5) 0,11

Strongyloides stercoralis 3 (2,2) 3 (3,1) 0 -

Entamoeba coli 2 (1,4) 1 (1,1) 1 (2,4) 0,56

Negativos 63 (45,3) 47 (48,5) 16 (38,1) 0,25

Notas – Os dados são expressos como n (%); E. = Entamoeba; valor de P obtido pelo teste de proporção.
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foram positivas para o complexo E. histolytica/ 
E. dispar (três de pacientes em HD e quatro do grupo 
controle). 

Um total de 139 sedimentos foi obtido por meio 
da técnica de Ritchie e utilizado para a preparação 
de 278 lâminas coradas com safranina-azul de 
metileno, a fim de realizar triagem para oocistos de 
Cryptosporidium spp. Todas as amostras analisadas 
foram negativas para oocistos de parasitos por 
microscopia.

Achados da Análise Molecular

A PCR Multiplex em tempo real confirmou os 
resultados da coproscopia para Entamoeba, 
detectando três amostras positivas obtidas de 
pacientes em HD e quatro de controles nos mesmos 
casos, com todas as amostras amplificando para  
E. dispar não patogênica.

A PCR em tempo real detectou a presença de 
Cryptosporidium spp. em 6 amostras, todas de 
pacientes em HD. Por este método diagnóstico, 
apesar da detecção do gênero, não foi possível 
diferenciar as espécies deste parasito usando sondas 
para detectar C. hominis e C. parvum. As amostras 
consideradas positivas para Cryptosporidium spp. 
por meio de PCR em tempo real foram submetidas 
ao nested PCR para 18S rDNA. A observação por luz 
ultravioleta revelou que duas amostras apresentaram 
amplificação de DNA (Figura 1). Em seguida, foi 

realizada a RFLP e a interpretação do gel de agarose 
sob luz ultravioleta revelou a presença de amostras 
classificadas como C. hominis. As duas amostras de C. 
hominis foram subtipadas com o nested PCR do gene 
gp60 e o subtipo IbA10G2 foi determinado (Figura 2).  
O diagnóstico positivo para Cryptosporidium spp. 
não foi associado a sintomas em 5 pacientes (83,3%); 
um paciente relatou constipação.

Discussão

Estudos que avaliaram o parasitismo em pacientes 
em HD mostram taxas relevantes de infecção por 
enteroparasitos, causadas principalmente por 
protozoários12, e a maioria dos estudos comparou os 
resultados de pacientes em HD com os de indivíduos 
atendidos em clínicas ambulatoriais. Um aspecto 
diferencial do presente estudo é que o grupo controle 
foi composto por membros da família dos pacientes 
que residiam na mesma casa e compartilhavam os 
mesmos fatores socioambientais. Isso possibilitou 
uma avaliação mais confiável sobre a probabilidade 
de os pacientes em HD adquirirem ou não uma 
infecção parasitária.  

No que diz respeito às técnicas coproscópicas 
tradicionais, não foram encontradas diferenças 
significativas quanto à prevalência de 
enteroparasitismo entre pacientes em HD e controles 
neste estudo, em ambos os centros. O assunto é 
controverso, com alguns autores relatando uma 

Figura 1. Amplificação de um fragmento da região 18S rRNA de amostras de fezes obtidas de participantes com infecção por Cryptosporidium 
spp. por nested-PCR. Notas – Colunas: 1. Padrão de peso molecular (Invitrogen, Thermofisher Scient.), 2. Amostra P1, 3. Amostra P19, 4. Amostra 
P30, 5. Amostra P32, 6. Amostra P33, 7. Amostra P39, 8. Branco, 9. Controle Negativo, 10. Controle Positivo C. hominis, 11. Controle Positivo  
C. parvum. Gel de agarose a 2% corado com brometo de etídio.
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maior prevalência de enteroparasitismo em pacientes 
em HD9, enquanto outros não afirmam o mesmo25,26. 
Strongyloides stercoralis foi o único helminto 
detectado em nosso estudo, e cabe mencionar que 
sua presença foi restrita a amostras de pacientes 
em HD. Três pacientes apresentaram o parasito 
e o diagnóstico foi prontamente comunicado 
à equipe de saúde. A natureza frequentemente 
assintomática ou inespecífica da infecção ativa por 
Strongyloides leva ao subdiagnóstico e coloca os 
pacientes imunossuprimidos em risco aumentado 
de desenvolver hiperinfecção com desfecho 
desfavorável27. Existem alguns estudos que relatam 
hiperinfecção por S. stercoralis como consequência 
do uso de medicamentos imunossupressores no 
transplante renal26,27. Curiosamente, entre os estudos 
citados anteriormente, S. stercoralis foi descrito 
somente em estudos brasileiros e entre indivíduos 
em HD. No entanto, estudos realizados na Bolívia 
também conseguiram demonstrar que o parasito foi 
prevalente entre pacientes em HD, avaliados por 
testes sorológicos e coproparasitológicos28.

O monoparasitismo foi mais comum que o 
poliparasitismo entre indivíduos em diálise (74%) 
e controles (76,9%). Esses resultados estão em 
conformidade com os relatados por outros autores25,26. 
A diferença, porém, (mono vs. poliparasitismo) 
foi significativa apenas no grupo HD (P = 0,01), 
enquanto nos controles observou-se uma tendência (P 
= 0,06), possivelmente devido ao menor número de 
participantes desse grupo.

A maioria dos pacientes atendidos nas clínicas 
era proveniente do sistema público de saúde e 
apresentava baixo nível socioeconômico. Sabe-se que 
a educação é um fator importante na prevenção do 
enteroparasitismo. O acesso à água tratada também 
é um fator fundamental, uma vez que o contágio 
horizontal geralmente se deve à água contaminada 
com parasitos, especialmente protozoários29.

As infecções causadas por protozoários foram 
mais frequentes do que as causadas por helmintos 
em ambos os grupos estudados, com uma grande 
diversidade de organismos. A taxa de prevalência 
de infecção em pacientes em HD foi semelhante à 
de outro estudo brasileiro9, mas superior àquela 
encontrada em outros estudos realizados no Brasil12 
e em outras nações25,26.

O diagnóstico do complexo Entamoeba 
histolytica/E. dispar por coproscopia foi positivo em 
7 amostras, 3 de pacientes e 4 de controles. A PCR 
em tempo real confirmou esses achados, mostrando 
sensibilidade semelhante à identificação direta do 
parasito em nosso sistema. Embora a detecção 
de infecções amebianas seja equivalente quando 
comparada à coproscopia, a técnica molecular tem 
a vantagem de diferenciar as espécies. Observou-se 
que as amostras consideradas como E. histolytica/ 
E. dispar por coproscopia eram, na verdade, E. dispar 
através da PCR em tempo real. Essa diferenciação 
é importante, uma vez que a ameba detectada é 
considerada não patogênica e raramente afeta a 
saúde do hospedeiro, enquanto E. histolytica pode 

Figura 2. Perfil de digestão do fragmento 18S rDNA pelas enzimas de restrição VspI e SspI das amostras de fezes dos participantes.  
Notas – Colunas: 1. Amostra P1, 2. Amostra P19, 3. Amostra P30, 4. Amostra P32, 5. Amostra P33, 6. Amostra P39, 7. Branco, 8. Controle Negativo, 
9. Controle Positivo C. parvum, 10. Controle Positivo C. hominis, 11. Padrão de peso molecular (Invitrogen, Thermofisher Scient.), 12. Amostra P1, 
13. Amostra P19, 14. Amostra P30, 15. Amostra P32, 16. Amostra P33, 17. Amostra P39, 18. Controle Negativo, 19. Controle Positivo C. parvum, 
20. Controle Positivo C. hominis. Gel de agarose a 2% corado com brometo de etídio.
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causar amebíase com curso imprevisível, que pode 
incluir sintomas gastrointestinais graves e disenteria 
sanguinolenta30.

Fotedar et al.31 investigaram a prevalência de cistos 
de ameba em pacientes sintomáticos por meio de 
microscopia e diagnóstico molecular. A coproscopia 
revelou complexos amebianos em 2,9% das amostras 
e o diagnóstico molecular revelou que as espécies E. 
dispar e E. moshkovskii foram as mais comumente 
encontradas. Na verdade, os dados atuais indicam 
que as infecções causadas por E. dispar são mais 
comuns do que as causadas por E. histolytica em todo 
o mundo31-33. Nesse sentido, Calegar et al.34 relataram 
uma prevalência de infecção por amebas de 10,3%, 
e a diferenciação de espécies pela PCR foi eficaz 
em 21 das 23 amostras testadas, mostrando que a 
forma não patogênica E. dispar prevaleceu (57,1%). 
A diferenciação das espécies de amebas é relevante, 
visto que um número significativo de pacientes pode 
ser tratado com medicamentos antiparasitários, 
como o metronidazol, sem estar infectado com  
E. histolytica, mas sim com E. dispar, que se acredita 
ser não patogênica34.

O diagnóstico laboratorial da criptosporidiose 
em amostras de fezes pode ser realizado por meio 
de exame microscópico das lâminas coradas, 
imunocromatografia, ELISA e métodos moleculares. 
Nossos resultados corroboram os de Abdel-Gawad et 
al.35 (2018), nos quais foram comparadas a eficácia de 
três métodos diagnósticos diferentes (PCR, ELISA e 
coproscopia) e a PCR foi considerada o padrão-ouro, 
com sensibilidade e especificidade de 100%. Ghallab 
et al. (2022) também expressaram a opinião de que a 
PCR deve substituir outros métodos de detecção em 
um futuro próximo, tornando-se o padrão-ouro para 
a detecção de Cryptosporidium spp.36.

No presente estudo, 6 amostras foram positivas 
para Crypstosporidium spp. todas de pacientes em 
HD, com 2 sendo classificadas como C. hominis 
por PCR-RFLP. As quatro amostras restantes que 
apresentaram amplificação para a sonda específica 
de gênero podem ser compatíveis com outras espécies 
além de C. hominis e C. parvum. A não detecção de 
espécies relacionadas pode estar ligada ao fato de 
serem espécies de menor poder infeccioso e a carga 
parasitária ser reduzida, o que é confirmado pela 
ausência de sinais e sintomas. A carga parasitária era 
provavelmente baixa, uma vez que somente a PCR 
em tempo real foi capaz de detectar a presença de 

material genético de Criptosporidium spp. As duas 
amostras foram caracterizadas para a espécie e o 
subtipo C. hominis IbA10G2. Esse subtipo é descrito 
na literatura como cosmopolita, mais virulento 
e com o genótipo com maior probabilidade de 
sofrer recombinação37. Esse subtipo predomina no 
norte da Europa e foi relatado em surtos no Reino 
Unido, geralmente associados a águas recreativas38. 
Entretanto, o subtipo IbA10G2 é cosmopolita. Além 
da Europa, foi encontrado em aproximadamente 
50% dos surtos associados ao C. hominis nos EUA 
e, em um estudo realizado no Peru, foi considerado 
o subtipo mais virulento5. No Brasil, apenas um 
estudo investigou a presença do subtipo IbA10G2 e 
encontrou positividade em pacientes da mesma região 
do presente estudo19. A determinação dos subtipos 
auxilia na maior compreensão de como o parasito 
se comporta no hospedeiro, o que é importante 
para o desenvolvimento de novas estratégias para a 
prevenção e o tratamento da criptosporidiose39.

Do nosso ponto de vista, a inclusão de diagnósticos 
moleculares na rotina laboratorial é uma alternativa 
atraente ao diagnóstico microscópico, economizando 
de forma eficiente o tempo do laboratório. Além disso, 
a técnica não requer fluidos conservantes, como a 
formalina, que pode ser carcinogênica. É uma técnica 
com ótima sensibilidade e especificidade, que evita 
resultados falso-negativos e permite a diferenciação 
de parasitos descritos nos laudos como “complexos”, 
a exemplo de E histolytica/E. dispar40.

O estudo apresenta limitações. A amostra é 
relativamente pequena e o grupo controle, que 
dependia de participação voluntária, foi menor do 
que o esperado. A decisão de incluir controles do 
mesmo domicílio que os pacientes em HD e o uso 
de técnicas avançadas de biologia molecular são os 
pontos fortes do estudo.

Nossos resultados indicam que os pacientes em 
HD não apresentaram taxas de prevalência mais 
elevadas de infecção por enteroparasitos. Espécies 
de protozoários foram encontradas com frequência 
nos testes coproparasitológicos de participantes 
provenientes de ambos os centros e em pacientes 
e controles, o que talvez reforce a necessidade de 
diagnóstico e tratamento de pacientes assintomáticos. 
Vale ressaltar que a detecção de S. stercoralis 
e Cryptosporidium spp. foi restrita a pacientes 
em HD. Nossos dados destacam a necessidade 
de implementação de técnicas diagnósticas 
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não convencionais que possam atuar como um 
fator diferencial na detecção de enteroparasitos, 
especialmente em grupos específicos, como pacientes 
em HD.

Agradecimentos

Agradecemos todo o apoio prestado pela equipe 
médica dos centros de diálise (DERT, Depuração 
Extra-Renal Ltda. e CTRI, Centro de Terapia Renal 
de Itaboraí). Este trabalho foi apoiado pela PROEX 
(Pró-reitoria de Extensão, Universidade Federal 
Fluminense, UFF) e FOPESQ (Fomento à Pesquisa/
PROPPI, UFF) e parcialmente financiado pela CAPES 
(Coordenação de Aperfeiçoamento de Pessoal de 
Nível Superior - Bolsa de Mestrado).

Contribuição dos Autores

YLA concepção e desenho do estudo, análise de  
dados, edição do manuscrito e autora correspondente. 
NAG aquisição e análise de dados. FSC assistência 
técnica no diagnóstico molecular. RHSP desenho dos 
estudos de diagnóstico molecular. JRL concepção  
e desenho do estudo, edição e revisão do manuscrito.

Conflito de Interesse

Os autores declaram que não há conflito de interesses.

Referências

1.	 Kovesdy CP. Epidemiology of chronic kidney disease: an update 
2022. Kidney Int Suppl. 2022;12(1):7–11. doi: http://doi.
org/10.1016/j.kisu.2021.11.003. PubMed PMID: 35529086..

2.	 Nerbass FB, Lima HDN, Moura-Neto JA, Lugon JR, 
Sesso R. Brazilian Dialysis Survey 2022. J Bras Nefrol. 
2024;46(2):e20230062. PubMed PMID: 38078834.

3.	 Syed-Ahmed M, Narayanan M. Immune dysfunction and 
risk of infection in chronic kidney disease. Adv Chronic 
Kidney Dis. 2019;26(1):8–15. doi: http://doi.org/10.1053/j.
ackd.2019.01.004. PubMed PMID: 30876622.

4.	 Hajare ST, Gobena RK, Chauhan NM, Eriso F. Prevalence of 
intestinal parasite infections and their associated factors among 
food handlers working in selected catering establishments from 
Bule Hora, Ethiopia. BioMed Res Int. 2021;2021:6669742. 
doi: http://doi.org/10.1155/2021/6669742. PubMed PMID: 
34458370.

5.	 Cunha FS, Peralta JM, Peralta RHS. New insights into the 
detection and molecular characterization of Cryptosporidium 
with emphasis in Brazilian studies: a review. Rev Inst Med Trop 
São Paulo. 2019;61:e28. doi: http://doi.org/10.1590/s1678-
9946201961028. PubMed PMID: 31241657.

6.	 Cunha FS, Jann HW, Lugon JR, Peralta JM, Peralta RHS. 
Molecular Characterization of Cryptosporidium spp obtained 
from fecal samples of immunosuppressed patients from 
Brazil. Rev Soc Bras Med Trop. 2022;55:e0555. doi: http://
doi.org/10.1590/0037-8682-0555-2021. PubMed PMID: 
35416875.

7.	 Chieffi PP, Sens YA, Paschoalotti MA, Miorin LA, Silva HG, 
Jabur P. Infection by Cryptosporidium parvum in renal patients 
submitted to renal transplant or hemodialysis. Rev Soc Bras 

Med Trop. 1998;31(4):333–7. doi: http://doi.org/10.1590/
S0037-86821998000400001. PubMed PMID: 9662959.

8.	 El-Kady AM, Fahmi Y, Tolba M, Hashim AA, Hassan 
AA. Cryptosporidium infection in chronic kidney disease 
patients undergoing hemodialysis in Egypt. J Parasit Dis. 
2018;42(4):630–5. doi: http://doi.org/10.1007/s12639-018-
1046-3. PubMed PMID: 30538364.

9.	 Gil FF, Barros MJ, Macedo NA, Júnior CGE, Redoan R, Busatti 
H, et al. Prevalence of intestinal parasitism and associated 
symptomatology among hemodialysis patients. Rev Inst Med 
Trop São Paulo. 2013;55(2):69–74. doi: http://doi.org/10.1590/
S0036-46652013000200001. PubMed PMID: 23563757.

10.	Gama NA, Adami YL, Lugon JR. Assessment of Blastocystis 
spp. Infection in hemodialysis patients in two centers of the 
metropolitan area of Rio de Janeiro. J Kidney Treat Diagn. 
2018;1(2):49–52.

11.	Anding K, Gross P, Rost JM, Allgaier D, Jacobs E. The influence 
of uraemia and haemodialysis on neutrophil phagocytosis 
and antimicrobial killing. Nephrol Dial Transplant. 
2003;18(10):2067–73. doi: http://doi.org/10.1093/ndt/gfg330. 
PubMed PMID: 13679482.

12.	Kulik RA, Falavigna DLM, Nishi L, Araújo SM. Blastocystis 
sp. and other intestinal parasites in hemodialysis patients. Braz 
J Infect Dis. 2008;12(4):338–41. doi: http://doi.org/10.1590/
S1413-86702008000400017. PubMed PMID: 19030738.

13.	Hoffman WA, Pons JA, Janer JL. Sedimentation concentration 
method in Schistosomiasis mansoni. PR J Public Health Trop 
Med. 1934;9:283–98.

14.	Ritchie LS. An ether sedimentation technique for routine 
stool examinations. Bull US Army Med Dep. 1948;8(4):326. 
PubMed PMID: 18911509.

15.	Willis HH. A simple levitation method for the detection of 
Hookworm ova. Med J Aust. 1921;2(18):375–6. doi: http://
doi.org/10.5694/j.1326-5377.1921.tb60654.x.

16.	Rugai E, Mattos T, Brisola AP. A new technic for the isolation 
of nematode larvae from feces; modification of Baermann’s 
method. Rev Inst Adolfo Lutz. 1954;14(1):5–8. doi: http://doi.
org/10.53393/rial.1954.14.33246. PubMed PMID: 14372416.

17.	Brasil. Ministério da Saúde. Manual de Diagnóstico dos agentes 
oportunistas: Parasitos Intestinais e Pneumocystis jirovecii. 
Brasília, DF: Ministério da Saúde; 2012. Série A: Normas e 
Manuais Técnicos. 

18.	Jothikumar N, Da Silva AJ, Moura I, Qvarnstrom Y, Hill 
VR. Detection and differentiation of Cryptosporidium 
hominis and Cryptosporidium parvum by dual TaqMan 
assays. J Med Microbiol. 2008;57(Pt 9):1099–105. doi: http://
doi.org/10.1099/jmm.0.2008/001461-0. PubMed PMID: 
18719179.

19.	Peralta RH, Velásquez JN, Cunha FS, Pantano ML, Sodré FC, 
Silva S, et al. Genetic diversity of Cryptosporidium identified 
in clinical samples from cities in Brazil and Argentina. Mem 
Inst Oswaldo Cruz. 2016;111(1):30–6. doi: http://doi.
org/10.1590/0074-02760150303. PubMed PMID: 26814641.

20.	Xiao L, Ryan UM. Cryptosporidiosis: an update in molecular 
epidemiology. Curr Opin Infect Dis. 2004;17(5):483–90. doi: 
http://doi.org/10.1097/00001432-200410000-00014. PubMed 
PMID: 15353969.

21.	Glaberman S, Moore JE, Lowery CJ, Chalmers RM, 
Sulaiman I, Elwin K, et al. Three drinking-water-associated 
cryptosporidiosis outbreaks, Northern Ireland. Emerg 
Infect Dis. 2002;8(6):631–3. doi: http://doi.org/10.3201/
eid0806.010368. PubMed PMID: 12023922.

22.	Tamura K, Dudley J, Nei M, Kumar S. MEGA4: Molecular 
Evolutionary Genetics Analysis (MEGA) software version 4.0. 
Mol Biol Evol. 2007;24(8):1596–9. doi: http://doi.org/10.1093/
molbev/msm092. PubMed PMID: 17488738.

23.	Gomes TS, Garcia MC, Cunha FS, Macedo HW, Peralta JM, 
Peralta RHS. Differential diagnosis of entamoeba spp. in 
clinical stool samples using SYBR green real-time polymerase 
chain reaction. ScientificWorldJournal. 2014;2014:645084. 

https://doi.org/10.1016/j.kisu.2021.11.003
https://doi.org/10.1016/j.kisu.2021.11.003
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/35529086
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/38078834
https://doi.org/10.1053/j.ackd.2019.01.004
https://doi.org/10.1053/j.ackd.2019.01.004
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/30876622
https://doi.org/10.1155/2021/6669742
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/34458370
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/34458370
https://doi.org/10.1590/s1678-9946201961028
https://doi.org/10.1590/s1678-9946201961028
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/31241657
https://doi.org/10.1590/0037-8682-0555-2021
https://doi.org/10.1590/0037-8682-0555-2021
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/35416875
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/35416875
https://doi.org/10.1590/S0037-86821998000400001
https://doi.org/10.1590/S0037-86821998000400001
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/9662959
https://doi.org/10.1007/s12639-018-1046-3
https://doi.org/10.1007/s12639-018-1046-3
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/30538364
https://doi.org/10.1590/S0036-46652013000200001
https://doi.org/10.1590/S0036-46652013000200001
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/23563757
https://doi.org/10.1093/ndt/gfg330
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/13679482
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/13679482
https://doi.org/10.1590/S1413-86702008000400017
https://doi.org/10.1590/S1413-86702008000400017
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/19030738
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/18911509
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/18911509
https://doi.org/10.5694/j.1326-5377.1921.tb60654.x
https://doi.org/10.5694/j.1326-5377.1921.tb60654.x
https://doi.org/10.53393/rial.1954.14.33246
https://doi.org/10.53393/rial.1954.14.33246
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/14372416
https://doi.org/10.1099/jmm.0.2008/001461-0
https://doi.org/10.1099/jmm.0.2008/001461-0
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/18719179
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/18719179
https://doi.org/10.1590/0074-02760150303
https://doi.org/10.1590/0074-02760150303
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/26814641
https://doi.org/10.1097/00001432-200410000-00014
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/15353969
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/15353969
https://doi.org/10.3201/eid0806.010368
https://doi.org/10.3201/eid0806.010368
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/12023922
https://doi.org/10.1093/molbev/msm092
https://doi.org/10.1093/molbev/msm092
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/17488738


Braz. J. Nephrol. 2025, 47(1):e20240015

Enteroparasitos em pacientes em hemodiálise

9

doi: http://doi.org/10.1155/2014/645084. PubMed PMID: 
24693242.

24.	Núñez YO, Fernández MA, Torres-Núñez D, Silva JA, Montano 
I, Maestre JL, et al. Multiplex polymerase chain reaction 
amplification and differentiation of Entamoeba histolytica 
and Entamoeba dispar DNA from stool samples. Am J Trop 
Med Hyg. 2001;64(5–6):293–7. doi: http://doi.org/10.4269/
ajtmh.2001.64.293. PubMed PMID: 11463120.

25.	Karadag G, Tamer GS, Dervisoglu E. Investigation of intestinal 
parasites in dialysis patients. Saudi Med J. 2013;34(7):714–8. 
PubMed PMID: 23860891.

26.	Azami M, Sharifi M, Hejazi SH, Tazhibi M. Intestinal 
parasitic infections in renal transplant recipients. Braz J Infect 
Dis. 2010;14(1):15–8. doi: http://doi.org/10.1016/S1413-
8670(10)70004-0. PubMed PMID: 20428648.

27.	Winnicki W, Eder M, Mazal P, Mayer FJ, Sengölge G, 
Wagner L. Prevalence of Strongyloides stercoralis infection 
and hyperinfection syndrome among renal allograft recipients 
in Central Europe. Sci Rep. 2018;8(1):15406. doi: http://doi.
org/10.1038/s41598-018-33775-3. PubMed PMID: 30337607.

28.	Tebib N, Tebib N, Paredes M, Castro R, Baggio S, Torrico MV, 
et al. Prevalence and risk factors of Strongyloides stercoralis in 
haemodialysis in Cochabamba, Bolivia: a cross-sectional study. 
BMC Nephrol. 2023;24(1):27. doi: http://doi.org/10.1186/
s12882-023-03074-9. PubMed PMID: 36750775.

29.	Campos VC, Rezende RA, Queiroz SCB, Portelinha TCG, Labre 
CVS. “Giardia and Cryptosporidium” removal technologies 
in water supply systems: a systematic literature review. Braz J 
Develop. 2022;8(6):45216–26. doi: http://doi.org/10.34117/
bjdv8n6-174.

30.	Kantor M, Abrantes A, Estevez A, Schiller A, Torrent J, 
Gascon J, et al. Entamoeba Histolytica: updates in clinical 
manifestation, pathogenesis, and vaccine development. Can J 
Gastroenterol Hepatol. 2018;2018:4601420. doi: http://doi.
org/10.1155/2018/4601420. PubMed PMID: 30631758.

31.	Fotedar R, Stark D, Beebe N, Marriott D, Ellis J, Harkness 
J. Laboratory diagnostic techniques for Entamoeba species. 
Clin Microbiol Rev. 2007;20(3):511–32. doi: http://doi.
org/10.1128/CMR.00004-07. PubMed PMID: 17630338.

32.	Silva MT, Santana JV, Bragagnoli G, Marinho AM, Malagueño 
E. Prevalence of Entamoeba histolytica/Entamoeba dispar 
in the city of Campina Grande, in northeastern Brazil. Rev 
Inst Med Trop São Paulo. 2014;56(5):451–4. doi: http://doi.
org/10.1590/S0036-46652014000500015. PubMed PMID: 
25229229.

33.	Costa JO, Resende JA, Gil FF, Santos JFG, Gomes MA. 
Prevalence of Entamoeba histolytica and other enteral parasitic 
diseases in the metropolitan region of Belo Horizonte, Brazil. A 
cross-sectional study. Sao Paulo Med J. 2018;136(4):319–23. 
doi: http://doi.org/10.1590/1516-3180.2018.0036170418. 
PubMed PMID: 30110074.

34.	Calegar DA, Nunes BC, Monteiro KJ, Santos JP, Toma HK, 
Gomes TF, et al. Frequency and molecular characterization 
of Entamoeba histolytica, Entamoeba dispar, Entamoeba 
moshkovskii, and Entamoeba hartmanni in the context of 
water scarcity in northeastern Brazil. Mem Inst Oswaldo 
Cruz. 2016;111(2):114–9. doi: http://doi.org/10.1590/0074-
02760150383. PubMed PMID: 26841049.

35.	Abdel-Gawad SS, Ismail MAM, Imam NFA, Eassa 
AHA, Abu-Sarea EY. Detection of Cryptosporidium spp. 
in diarrheic immunocompetent patients in Beni-Suef, 
Egypt: insight into epidemiology and diagnosis. Korean J 
Parasitol. 2018;56(2):113–9. doi: http://doi.org/10.3347/
kjp.2018.56.2.113. PubMed PMID: 29742865.

36.	Ghallab MMI, Mousa AMI, Tamer H, Salwa MM. 
Cryptosporidiosis: molecular analysis, risk factors and seasonal 
abundance in immunocompetent and immunocompromised 
patients, Kafrelsheikh university hospitals. J Egypt Soc 
Parasitol. 2022;52(1):117–22. doi: http://doi.org/10.21608/
jesp.2022.235822.

37.	Sikora P, Andersson S, Winiecka-Krusnell J, Hallström B, 
Alsmark C, Troell K, et al. Genomic variation in IbA10G2 and 
other patient-derived Cryptosporidium hominis subtypes. J Clin 
Microbiol. 2017;55(3):844–58. doi: http://doi.org/10.1128/
JCM.01798-16. PubMed PMID: 28003424.

38.	Chalmers RM, Smith R, Elwin K, Clifton-Hadley FA, Giles 
M, Chalmers RM, et al. Epidemiology of anthroponotic and 
zoonotic human cryptosporidiosis in England and Wales, 
2004-2006. Epidemiol Infect. 2011;139(5):700–12. doi: 
http://doi.org/10.1017/S0950268810001688. PubMed PMID: 
20619076.

39.	Morris A, Robinson G, Swain MT, Chalmers RM. Direct 
Sequencing of Cryptosporidium in stool samples for public 
health. Front Public Health. 2019;7:360. doi: http://doi.
org/10.3389/fpubh.2019.00360. PubMed PMID: 31921734.

40.	Calle-Pacheco GL, Jiménez-Chunga JA, Vivas-Ruiz DE. 
Molecular diagnosis of amoebiasis. Bol Méd Hosp Infant 
México. 2022;79(1):3–16. doi: http://doi.org/10.24875/
BMHIM.21000044. PubMed PMID: 35086128.

https://doi.org/10.1155/2014/645084
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/24693242
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/24693242
https://doi.org/10.4269/ajtmh.2001.64.293
https://doi.org/10.4269/ajtmh.2001.64.293
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/11463120
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/23860891
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/23860891
https://doi.org/10.1016/S1413-8670(10)70004-0
https://doi.org/10.1016/S1413-8670(10)70004-0
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/20428648
https://doi.org/10.1038/s41598-018-33775-3
https://doi.org/10.1038/s41598-018-33775-3
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/30337607
https://doi.org/10.1186/s12882-023-03074-9
https://doi.org/10.1186/s12882-023-03074-9
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/36750775
https://doi.org/10.34117/bjdv8n6-174
https://doi.org/10.34117/bjdv8n6-174
https://doi.org/10.1155/2018/4601420
https://doi.org/10.1155/2018/4601420
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/30631758
https://doi.org/10.1128/CMR.00004-07
https://doi.org/10.1128/CMR.00004-07
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/17630338
https://doi.org/10.1590/S0036-46652014000500015
https://doi.org/10.1590/S0036-46652014000500015
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/25229229
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/25229229
https://doi.org/10.1590/1516-3180.2018.0036170418
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/30110074
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/30110074
https://doi.org/10.1590/0074-02760150383
https://doi.org/10.1590/0074-02760150383
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/26841049
https://doi.org/10.3347/kjp.2018.56.2.113
https://doi.org/10.3347/kjp.2018.56.2.113
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/29742865
https://doi.org/10.21608/jesp.2022.235822
https://doi.org/10.21608/jesp.2022.235822
https://doi.org/10.1128/JCM.01798-16
https://doi.org/10.1128/JCM.01798-16
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/28003424
https://doi.org/10.1017/S0950268810001688
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/20619076
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/20619076
https://doi.org/10.3389/fpubh.2019.00360
https://doi.org/10.3389/fpubh.2019.00360
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/31921734
https://doi.org/10.24875/BMHIM.21000044
https://doi.org/10.24875/BMHIM.21000044
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/35086128



