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Identificacion de Entamoeba histolytica / Entamoeba dispar empleando técnicas
enzimaticas y moleculares en pacientes con diarrea en tres centros de salud de
Leon Nicaragua. 2002.

RESUMEN

I. Altamirano®, B. Leiva?

!Departamento de Microbiologia y Parasitologia. Facultad de Medicina, UNAN-LEON
Universidad de Alcala de Henares. Madrid-Espafia.

La amebiasis es una enfermedad producida por el protozoario E. histolytica capaz de producir
colitis amibiana y absceso hepatico. Debido que la identificacion de E. histolytica / E dispar es
todavia un problema en el diagnostico de rutina ya que debe ser diferenciada de un grupo de
protozoos que habitan en el lumen intestinal; se realizd el presente estudio para identificar E.
histolytica y E. dispar en tres centros de salud de la ciudad de Ledn. Los métodos de laboratorio
empleados fueron: Examen microscopico, Triage y PCR. El examen microscopico nos permitio
la identificacion de los principales parasitos encontrando una prevalencia de E. histolytica / E.
dispar de 5.2%, Giardia lamblia 18.6% .En el método enzimtico Triage se encontré una
prevalencia de infeccion de E. histolytica / E dispar de 0.7%, Giardia lamblia 16. 4% y
Trichiuris trichiura 6.7%; demostrando este método mayor sensibilidad para la deteccion de
Giardia lamblia y baja sensibilidad para E. histolytica / E. dispar. Al relacionar el método
Triage con el examen microscépico en relacion a Giardia lamblia se encontré una concordancia
excelente, con un valor de Kappa= (0.920). En el PCR se encontré una prevalencia de
infeccion para E. histolytica / E. dispar de 9.% . Al relacionar el examen microscopico con el
PCR se encontré que la microscopia detectd 7 E. histolytica / E. dispar de 12 que detectd el
PCR, demostrando asi una baja concordancia, con un valor de Kappa = (0.267), esto nos sugiere
la baja sensibilidad de la microscopia y la alta sensibilidad del PCR en la deteccién de ambos

parasitos.
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INTRODUCCION

La amibiasis es una enfermedad parasitaria causada por el protozoario Entamoeba histolytica. La
infeccion generalmente compromete al colon, pero puede extenderse hacia otros érganos por via
hematdgena, tales como el higado y con menor frecuencia a los pulmones y el cerebro. Muy
frecuentemente este protozoario se presenta en los humanos sin producir sintomatologia; sin
embargo, debido a su poder invasor E. histolytica siempre debe ser tratado como un patogeno

potencial.

Clasificacion taxonomica (1):

Phylum . Protozoa
Subphylum : Sarcodina
Superclase : Rhizopoda
Clase . Lobosea
Orden . Amoebida
Familia : Entamoebida
Genero :  Entamoeba
AGENTE

Entamoeba hystolytica emite pseudépodos a base de material protoplasmico locomotor; tiene dos
formas o fases de desarrollo bien establecidas, el trofozoito y el quiste. EIl trofozoito o forma
vegetativa es irregular o ameboide, presetan membrana citoplasmatica, citoplasma dividido en
dos porciones, una externa hialina y trasparente, casi sin granulaciones, llamada ectoplasma, y
una porcion interna muy granulosa que contiene los organelos celulares, denominada
endoplasma . El nucleo es esférico con un acumulo de cromatina pequefio y puntiforme en el
centro, llamado endosoma o centrosoma el cual tiene una posicion central, también presenta
cromatina adherida a la cara interna de la membrana nuclear, distribuida de forma méas o menos
homogénea. Los trofozoitos de las lesiones intestinales son grandes (didmetro entre 20 a 40 ul)
Esta forma movil habita en el colon y sobrevive poco tiempo fuera del organismo; muere
rapidamente con el acido clorhidrico y enzimas digestivas y por estas razones no son

importantes en la transmision de la enfermedad.



El quiste es la forma infectante, mide de 7 a 15 ul. El quiste sobrevive en el suelo humedo
durante una semana por lo menos si la temperatura fluctua entre 28 y 34 ° C muy resistente al
acido clorhidrico y no muere con tratamiento de cloracion, se han producido grandes epidemias
al mezclarse las aguas potables con aguas negras. Los quistes mueren por ebullicién, sequedad,

exposicion a la luz solar, calor y exposicion al yodo.

Entamoeba histoytica es un protozoario con tres estructuras anatdmicas principales:

1. Membrana citoplasmatica con dos capas. Contiene mas de una docena de proteinas
antigénicas. Al interaccionar anticuerpos contra estas proteinas de superficie, el paréasito
moviliza rapidamente los complejos antigeno-anticuerpo hacia su extremo posterior y los
elimina del medio. Esto puede indicar que el parasito elude la respuesta inmune humoral
del huésped.

2. Citoplasma. Contiene numerosas vacuolas, granulos de glucégeno y acumulos de
ribosoma. No tiene aparato de Golgi, mitocondrias, reticulo endoplasmico o microtabulos.

3. Ndcleo. Con cromatina periférica y endosoma central tiene también una cantidad de

enzimas que intervienen en el metabolismo de carbohidratos, lipidos y proteinas.

E. histolytica es un germen microaerofilico, que su energia la obtiene por la conversién de
glucosa a piruvato y que, aunque carece de mitocondrias, si tiene el ciclo de los acidos
tricarboxilicos. Tiene cadena respiratoria que le permite transferir electrones de oxigeno. El

trofozoito puede sobrevivir en una atmdsfera con baja tension de oxigeno, (2).



ENTAMOEABA HISTOLYTICA /ENTAMOEBA DISPAR

Entamoeba histolytica puede comportarse de dos formas diferentes: una no patdgena que
encontramos en las personas infectadas que no presentan ninguna sintomatologia y que se
conocen como portadores asintomaticos; la otra forma es la patdgena que es la responsable del
dafio ocasionado al huésped y por lo tanto responsable de las manifestaciones clinicas de las

diferentes variantes de la amibiasis.

En 1925 el destacado parasitélogo, doctor Brumpt, plante6 la posibilidad de la existencia de dos
protozoarios diferentes en su comportamiento, uno patdégeno y otro no, pero morfolégicamente
idénticos Y les dio por nombre: Entamoeba histolytica y Entamoeba dispar. Posteriormente, en
los Gltimos afios se retomé esta idea y a la fecha se considera la existencia de esta Gltima especie
como la responsable de la infeccién no patdgena de este protozoo y por lo tanto responsable de

los portadores asintomaticos.

A la fecha se cuenta con bibliotecas gendmicas con las que se han construido sondas de ADN y
ARN altamente especificas, gracias a las cuales se ha logrado demostrar diferencias entre cepas
distintas genéticamente dentro de una especie dada. En base a lo anterior se ha concluido que
Entamoeba histolytica tiene dos subespecies, una capaz de producir enfermedad y otra que se
comporta como un microorganismo no patdgeno; en términos generales hoy se acepta la
existencia de Entamoeba histolytica y Entamoeba dispar ( retomando el nombre y la
consideracion de protozoarios diferentes que plante6 Brumpt en 1925); esta Gltima en realidad
debiera denominarse Entamoeba histolytica dispar, o variedad de especie dispar, sin embargo
aun no es posible descartar totalmente la posibilidad de que exista un fendmeno bioldgico
llamado conversion fenotipica que contribuiria a la virulencia del protozoario; en realidad esto
sigue siendo motivo de investigacion con el objetivo de demostrar esta posibilidad,
especialmente en grupos de investigacion de varios paises, entre los que destacan México e
Israel, (3,4).



ZIMODEMOS

Otra manera de tratar de diferenciar entre amebas patdgenas y no patdgenas ha sido la
comparacion de zimodemos, que son corrimientos electroforéticos de proteinas de los
trofozoitos. Los diferentes patrones electroforéticos (zimodemos) se han caracterizados a partir
de cuatro enzimas involucrados en el metabolismo de carbohidratos de una poblacion dada de
amebas. Se han descrito 22 zimodemos, de los cuales 9 se han aislado de pacientes sintomaticos

y 13 restantes se han encontrado en portadores sanos.(5).

CICLO BIOLOGICO

Entamoeba histolytica como quiste se encuentra en el medio ambiente; por diferentes
mecanismos llega a la boca de un individuo, se desenquista y deja libre un trofozoito
metaciclico, en la luz del intestino grueso; los trofozoitos se multiplican por fision binaria,
algunos se enquistan, y salen al medio con las heces. Los trofozoitos pueden permanecer en la luz
del colon, o adherirse a la mucosa e invadirla, produciendo lesiones ulcerosa; se puede
diseminar por via sanguinea o por contiguidad a higado, diafragma, visceras, pared abdominal,
etc. Por su mecanismo de transmisién la amibiasis pertenece al grupo de las protozoosis

transmitidas por fecalismo.

EPIDEMIOLOGIA

La amibiasis se ha encontrado en forma universal desde Alaska hasta el sur de Argentina y
desde Finlandia hacia Africa del Sur y Australia. Su distribucion depende més de factores
higiénicos que geograficos. Su mayor frecuencia se encuentra en zonas subtropicales o
tropicales, en donde los cuadros clinicos son mas graves; en las zonas restantes, la mayoria son
portadores asintomaticos. Se ha estimado que aproximadamente 480 millones de la poblacion
mundial alberga E. histolytica . La prevalencia de E. histolytica es inversamente proporcional al
mejoramiento de las medicinas sanitarias. La infeccion por E. histolytica es frecuente en
ambientes muy poblados en donde las condiciones higiénicas son deficientes : En Estados

Unidos se informa que entre el 1y el 2% , en Colombia del 4 al 50%, en Argentina del 13 al



22%, en Meéxico durante mucho tiempo se manejo la cifra del 27%; sin embargo con la
experiencia del laboratorio de Parasitologia, se considera que la infecciébn mundial es del orden
del 15% y en México del 5 - 55%. En el afio de 1970, la poblacion mexicana menores de 16
afios de edad tenian anticuerpos séricos contra E. histolytica. En una encuesta nacional
serologica efectuada en 1974 se recolectaron muestras de 20.000 individuos (nifios y adultos )
de 46 comunidades de la republica Mexicana encontrando que 95% tenian anticuerpos
antiamibianos ( lo que traduce amibiasis invasora, ya  que desperto una respuesta inmune) el
grupo mas afectado fue el de nifios de 5-9 afios ( 6.84% ). En las encuestas de tipo seroldgico se
han encontrado sectores positivos para E. histolytica en cifras que fluctdan entre 5-13 %, cifra
que representa el por ciento de individuos que desarrollan la enfermedad amibiana . En nifios se
observa en el 1.9% de los lactantes, 10.1% de los preescolares y 14.5% de los escolares. En
niflos que presentan diarrea con sangre, se ha encontrado E. histolytica como agente causal en el
19% de los casos en México en comparacion con Brasil que ha sido hasta de un 60% . En los
nifios el 60% presentan lesiones intestinales y el 38.5 % lesiones hepaticas. La incidencia en
preescolares , escolares y adultos es similar, siendo mayor en los lactantes. La invasion a tejidos
intestinales es mas frecuente en la infancia, mientras que la invasion en forma extraintestinal
(higado, lesiones pleuropulmonares, genitales y otros) es mayor en el adulto. Hay estudios en
donde se muestra el indice de infeccion en familias de acuerdo a los miembros; asi, se ha
encontrado un 18% en familias hasta de 3 miembros y del 62% en familias con mas de 10
miembros. Se ha puesto de manifiesto una estrecha relacion entre la frecuencia de infeccion en
los nifios y otros miembros de la familia; asi se ha observado un 0.6% en familias de escolares
negativos a los examenes coproparasitoscopico, mientras en los que se ha desarrollado la
presencia de E. histolytica ha sido de un 20.7%. En las clases sociales mas acomodadas, con
buena higiene, la frecuencia de amibiasis fue del 15.2%, mientras que en los nucleos de
poblacion indigente fue del 50%.

Por su mecanismo de transmision, la amibiasis pertenece al grupo de las protozoosis transmitidas
por fecalismo, ya que las formas infectantes (quistes) se ingieren al llevar a la boca bebidas,
alimentos, manos o fémites que contengan materias fecales de personas parasitadas con el
protozoo, con sintomatologia o sin ella; estos ultimos (portadores) excretan quistes y son fuente

de infeccion. Otro factor en la transmision puede ser algunos habitos sexuales que posibiliten el



contacto de heces con la boca. El reservorio de este protozoario es el hombre siendo asi la

unica fuente de infeccién.(6, 7, 8).

PATOGENIA

Estudios patologicos muestran la actividad citolitica de la amiba la cual parece estar mediada por
la secrecion o accion de diversas tdxinas y enzimas. Varias sustancias participan en el
mecanismo del dafio celular: citolisina, lipasa, colagenasas, proteasas, histoliticina, proteina
formadora de poros y hemolisina , enterotoxinas; de estas ultimas se han caracterizado dos
componentes enterotdxicos, citotoxicos ( cuya actividad podria estar dirigida a la activacion de
adenilato ciclasa con aumento resultante de AMPc, aparentemente sin evidencia de ADP
ribosilacion). El factor tdxico es una proteina (enterotoxina ) con peso molecular de 30.000
daltons, (9).

E histolytica esta constituida por un conjunto heterogéneo de amibas en cepas no patégenas y
cepas patdgenas Yy estas Ultimas con diferentes virulencias. Las caracteristicas de las diferentes E.
histolytica por medio de su patron enzimético en electroforesis es a las que se llama Zimodemos,
estudiada por Sargeaunt en paises de varios continentes. Se han encontrado 18 zimodemos a nivel
mundial de los cuales 11 se encuentran en México y de éstos 5 zimotipos han sido clasificados
como patdgenos, lo que podria explicar la elevada frecuencia de la enfermedad en nuestro pais y
por otra parte la prevalencia de amibiosis invasora en ciertas regiones geogréaficas a pesar de la
distribucion universal. Las cepas mas virulentas se encuentran en regiones donde la amibiosis
invasora es comun mientras que las no patdgenas tienden a mostrar una distribucion mundial.
Existe la posibilidad de que las cepas no patdgenas se conviertan en patdgenas y viceversa, segun
el tipo de flora bacteriana a la que se encuentren asociadas. Hay investigaciones sobre la accion
de las bacterias sobre la virulencia de las amibas patogenas pero sin dilucidarse claramente. Hay
cepas que producen lesiones destructivas en higado e intestino sin haber bacterias; sin embargo la
asociacion con bacterias no patdégenas aumenta la virulencia de E. histolytica en cultivo. No hay
duda que las bacterias intestinales desempefian un papel en lesiones intestinales pero en lesiones

extraintestinales producen lesion destructiva sin haber bacterias,(10).



Existen varias propiedades de superficie que son diferentes en cepas patdgenas y no patogenas.
Estas propiedades en las cepas patdgenas son: mayor capacidad de eritrofagocitosis, mayor
susceptibilidad a aglutinar en presencia de la lecitina concanavalina A; ausencia de carga
negativa de superficie que puede facilitar la interaccion con células huésped, mayor efecto
citopatico sobre células en cultivo; capacidad de crecer en medios semisolidos y producir absceso

hepaticos en animales de experimentacion.

Las alteraciones en las células epiteliales que han tenido un contacto previo con E. histolytica
son:

acortamiento y desaparicion de microvellosidades

T &

modificaciones en la permeabilidad de membrana

o

formacion de pequefias discontinuidades o canales
d. redondeamiento y desprendimiento de células epiteliales
e. la célula ya dafiada presenta aclaramiento de su citoplasma, edema de mitocondrias,

dilatacion del reticulo endoplasmico rugoso y desaparicion de la membrana plasmatica.

Con relacién a la patogenicidad de E. histolytica , el doctor Pérez Tamayo ha agrupado los
mecanismos de agresion en factores de membrana: lisosomas, colagenasa y ameboporo y
factores solubles: B-N - acetilglucosamina, inhibicion de la quimiotaxis y citocinas. Como
marcadores para identificar patogenicidad considera los siguientes: la produccion de abscesos
hapéaticos en hamster, la aglutinacion por concanavalina A, la adherencia a células epiteliales y a
eritrocitos, la fogocitosis de células epiteliales y a eritrocitos y los zimodemos de tipos Il, VI,
VI, X, X1, Xy XIV, (11, 12).

El parésito no induce una respuesta inmunoldgica, pero cuando invade tejido desencadena una
respuesta inmune tanto humoral como celular siendo la primera local y luego sistémica. En la
respuesta humoral participan las inmunoglobulinas IgM, IgG, IgA, IgE, en la celular hay
linfocitotoxicidad, actividad amebicida de macrofagos y polimorfonucleares. E. histolytica
puede activar el complemento con lisis parasitaria resultante, pero no se ha descartado la
posibilidad de que los productos del complemento activado pudieran participar en la induccion de

la respuesta inflamatoria y en la hepatonecrosis observada en el hombre. Como resultado de la



invasion amibiana temprana, se ha encontrado aumento en el nivel sérico de anticuerpos
especificos. De hecho, su prevalencia en una comunidad es indicador de la frecuencia de invasion
y no solo de infeccion. En los portadores asintomaticos o en sujetos sanos es frecuente demostrar
anticuerpos circulantes contra E. histolytica, mientras que en el 90% o méas de los pacientes con
amibiasis hepatica se han encontrado linfocitos sensibilizados inmunocompetentes y anticuerpos
de la clase 1gG, IgM, IgE, aunque en las heces de nifios con enterocolitis amibiana se han
identificado coproanticuerpos de la clase IgA e IgG. En un estudio hecho por Kretschmer con
procedimiento de inhibicion de hemaglutinacién encontré coproanticuerpos en el 80% de los
casos con disenteria menos del 4% en pacientes con otras parasitosis intestinales y en sujetos
sanos el 2%. Esta respuesta secretoria es de corta duracion y pocas semanas después la
proporcion de positivos disminuye rapidamente. No se conoce el papel de los anticuerpos

secretorios en la proteccion o patogénesis.

Se han encontrado anticuerpos circulantes, en particular IgM, IgG, aungque es mas frecuente
encontrar en mayor proporcion IgG, debido probablemente a contactos previos con la ameba. En
la amibiasis intestinal hay aparicion de anticuerpos de predominio 1gG, una semana después de la
aparicion de los sintomas ( 70% de los casos). En cambio en la amibiasis hepética el 100% de
los casos tienen anticuerpos séricos. Por lo tanto, las pruebas serologicas estan limitadas en la

amibiasis intestinal.
Se tienen evidencias de mecanismos de evacion de la ameba tales como: movilizacion de los
anticuerpos a su casquete polar los cuales pueden internalizar o fagocitar y persistencia de

particulas glicoproteicas antigénicas durante su desplazamiento activo.

La respuesta inmunolégica celular tal vez sea la que ofrezca una verdadera proteccion, aunque se

le atribuya la responsabilidad de la formacion del absceso hepatico, (13, 14, 15).

PATOLOGIA

Al implantarse los trofozoitos en la mucosa intestinal, la lesionan. En las etapas iniciales se

observa reaccion inflamatoria con edema, hiperemia y engrosamiento de la mucosa colénica.



La invasion de la mucosa inicia en el epitelio interglandular. El dafio intestinal es mas frecuente a
nivel del ciego y rectosigmoides, en virtud de que en estos sitios el transito intestinal es menor y
con ello se concentra mayor numero de trofozoitos, algunos de los cuales llegan a invadir las
paredes. En la amibiasis intestinal aguda, las lesiones caracteristicas del colon son ulceraciones
bien definidas separadas por segmentos de mucosa de aspecto normal. Las amibas generalmente
se localizan en regiones de lisis epitelial y en el exudado superficial de las Glceras, compuesta de

material necrético, eritrocitos, bacterias, fibrina y escasas células inflamatorias.

La mayoria de las Ulceras amibianas se presentan en la region cecal y rectosigmoidea del colon.
En la colitis fulminante hay zonas extensas de necrosis. En la apendicitis amibiana hay
inflamacidn, necrosis y ocasionalmente perforacion. EI ameboma es una lesion granulomatosa
que abarca la mucosa y submucosa, con infiltracion inflamatoria aguda o cronica; se localiza

mas frecuentemente en la pared del ciego o del rectosigmoide, (11, 16).

RESPUESTA INMUNE HUMORAL

La respuesta inmune ante la presencia e invasion de E. histolytica en el huésped humano se
presenta tanto de manera humoral como celular. Se han detectado las inmunoglobulinas IgM, 1gG
e IgA, pero parece que este tipo de anticuerpos no establece una situacion de proteccion contra
las reinfecciones y, mas ain, tampoco se ha demostrado una participacion fundamental en la
resolucion de un caso agudo; su importancia, con lo que conocemos hasta la fecha, radica en su

utilidad para establecer el diagndstico de la amibiasis.

En estudios in vitro con amebas de cultivo, se ha demostrado que anticuerpos especificos contra
el parasito llegan a inhibir el crecimiento de los protozoarios; también se ha logrado producir
neutralizacion de su virulencia y hasta inhibir la eritrofagocitosis, asi como inhibir la accion
citolitica sobre las células de cultivos celulares al establecer contacto los trofozoitos con ellas.
Con estas pruebas, podria estimarse que cuando menos potencialmente los anticuerpos si
podrian tener una participacion en la resolucion del problema invasivo de E. histolytica. Otras
pruebas de trabajo experimental han demostrado que los trofozoitos también actlan frente a los

anticuerpos para liberarse de ellos; se conoce el fendbmeno, que se ha denominado formacién de



casquete, mediante el cual un trofozoito que tiene anticuerpos fijos en su superficie, rodeandolo,

moviliza los anticuerpos hasta un punto de superficie y los elimina.

Los antigenos presentes en la superficie de E. histolytica seguramente son los primeros en ser
reconocidos  por el sistema inmune del huésped. La presencia de anticuerpos séricos
antiamibianos en un individuo, se ha interpretado como evidencia de invasion tisular intestinal y
extraintestinal. En la amibiasis se ha demostrado la presencia de coproanticuerpos en muestras
de heces. La superficie de los trofozoitos de E. histolytica es capaz de activar el complemento
por la via clasica , como por la via alterna, (14, 17, 18).

RESPUESTAINMUNE CELULAR

La respuesta inmune celular participa en forma determinante en la resistencia a la infeccion con
E. histolytica. La accion inmunosupresora de E. histolytica puede deberse a la capacidad

citotoxica y fagocitica de los trofozoitos.

Otro nivel de la respuesta inmune, se ha demostrado la existencia de un producto de E.
histolytica, que inhibe la quimiotaxis de las células de defensa, lo cual se considera podria ser
un fendmeno biolégico de gran importancia , como mecanismo de evasion del parésito, a la
respuesta inmune. En funcion de la biologia de las cepas de que se trate se presente la
enfermedad y las complicaciones de la misma. Sin embargo, un hecho que choca frente a esta
deduccion es el paciente infectado con el virus de la inmunodeficiencia humana, el que,
tedricamente por su estado de inmunosupresion, deberia ser mas susceptible para desarrollar
abscesos hepéticos amibianos, sin embargo ésto no sucede, ya que el absceso hepéatico amibiano

en estas personas se presenta con la misma frecuencia que en poblacion inmunocompetente.

No hay una correlacién directa entre el dafio y la cantidad de parasito, seria posible que la
respuesta exagerada del huésped frente a E. histolytica sea el mecanismo para el incremento de la
lesion, (14).

10



CUADRO CLINICO

La amebiasis puede manifestarse de diferente manera, que va desde formas asintomaticas hasta

episodios de suma gravedad que llevan consigo alta mortalidad.

La amibiasis sintomatica se clasifica en intestinal y extraintestinal.

Portador asintomatico es el individuo que excreta quiste de E. histolytica en las heces sin que
presente la enfermedad. Estos portadores sanos representan un papel importante desde el punto
de vista epidemioldgico, pues son la principal fuente de diseminacion de la infeccion. La
ausencia de sintomas se explica por que los parasitos viven en la luz del colon y no invaden la
mucosa, en estos casos lo mas probable es que la amibiasis sea debida a E. dispar, o por E.
histolytica, cuando habita en la luz intestinal. En este caso la forma asintomatica puede

convertirse en sintomatica.

Amebiasis intestinal aguda. Tiene como principal sintoma la presencia de gran nimero de
evacuaciones intestinales, al principio abundantes y blandas y luego de menor volumen con moco
y sangre. El paciente experimenta la necesidad de defecar con mucho esfuerzo, lo que
constituye el sintoma llamado pujo. La evacuacion al pasar por el ano, provoca una sensacion de
quemazon o desgarramiento. En el recto persiste un espasmo dolorosos que produce la necesidad
de una nueva evacuacion, la cual puede ser infructuosa; a este sintoma se le llama tenesmo. El
numero de evacuaciones diarias es variable generalmente de 6 6 mas. La materia fecal contiene
trofozoitos hematdfagos, principalmente en el moco, pero estdn escasos 0 ausentes en los

leucocitos.

Colitis amibiana fulminante. Es una amibiasis hiperaguda, o forma gangrenosa con
sintomatologia mucho mas intensa, principalmente dolor abdominal, diarrea, tenesmo, vomito,
anorexia y enflaquecimiento. Frecuentemente hay infecciones bacterianas sobreagregadas que
agravan el cuadro intestinal. En estudios realizados en 450 nifios se encontrd que en el 28.9% de
los casos se cultivd Salmonella, Shigella y E. coli enteropatdgena; y en el 3.3% de los pacientes

se aislaron dos bacterias simultdneamente al hallazgo del protozoario, (24, 19, 20, 21).
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Las complicaciones intestinales son:

- Perforacion
- Ameboma
- Fistulizacién

- Amebiasis apendicular

Amebiasis extraintestinal se presentaen:

- Higado
- Otras localizaciones como: pulman, cerebro, rifion, etc

- Amibiasis cutanea.

DIAGNOSTICO

El diagndstico tiene dos objetivos fundamentales:

1. Demostrar el agente etioldgico.

2. Demostrar la reaccion del huésped.

El diagnostico etioldgico, tiene como finalidad la demostracion directa ya sea de quistes o
trofozoitos de E. histolytica o demostrar la presencia de la misma de forma indirecta a través de

la identificacion de anticuerpos especificos.

La mejor forma de identificar el género y especie de ameba es el examen microscopico, en
frotis de materia fecal fijados y coloreados con hematoxilina férrica o con tincion tricrémica. La

correcta identificacion de los quistes se debe hacer en muestras tefiidas con lugol.

La rectosigmoidoscopia es util en la amibiasis intestinal y esta indicada cuando no se ha
demostrado la etiologia. Ayuda en la observacion y es el método mas eficaz en la toma de una
muestra para estudio. A la muestra del rectosigmoide se le debe efectuar tincién Acido
periodico de shiff (PAS), ya que nos permite visualizar bien a los trofozoitos.
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Las pruebas seroldgicas especificas para E. histolytica son:

Reaccion de floculacion

Inhibicion de hemaglutinacion ( indirecta)
Contrainmunoelectroforesis ( CIEF )
ELISA

Precipitacion en gel de agar
Inmunofluorescencia indirecta

Fijacion de complemento

© N o g M w0 Db PP

Inmovilizacion de trofozoitos

En general se puede decir que las pruebas seroldgicas son positivas en la amibiasis intestinal

entre un 30 -54% vy en el absceso hepatico amibiano entre el 98-100 %.

La Reaccion de floculacion. Es una prueba cualitativa, de muy facil ejecucién e indica la
presencia de anticuerpos humorales. Un resultado positivo no indica necesariamente enfermedad,
ya que los anticuerpos detectados por esta prueba pueden permanecer durante 3 afios como
promedio, independientemente de la terapeutica. Lo mas importante es que la negatividad de la
prueba excluye hasta un 95% el diagndstico de amibiasis invasiva, en pacientes

inmunocompetentes y con cuadro clinico de por lo menos 5 dias de iniciado.

Inhibicion de hemaglutinacion. Es una prueba cuantitativa a base de eritrocitos sensibilizados
con antigenos amibianos monoxénicos. Es una de las reacciones mas usadas en la practica
médica. Se ha encontrado positiva entre el 90 y 100% de absceso hepéatico amibiano con titulos
iguales 0 mayores a 1: 128. En la amibiasis intestinal invasora, entre el 80-90% de los casos
tuvieron titulos elevados. En portadores asintomaticos con quistes, el 50% mostraron titulos altos

y en la colitis ulcerosa o enteritis regional fue positiva en el 1% en titulos de 1: 128 0 mas.

Contrainmunoelectroforesis. Es una prueba cuantitativa. Tiene mayor o igual sensibilidad que

otras pruebas seroldgicas. La ejecucion es rapida y sencilla; se titulan anticuerpos. El principio se
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basa en la afinidad de cargas eléctricas entre el antigeno de E. histolytica y anticuerpos
correspondientes. En pacientes con amibiasis invasiva se pueden detectar titulos de 1: 128 o mas,

los titulos menores no son detectados.

ELISA. Es un método altamente sensible y especifico. Es hasta ahora el mas prometedor. Se
basa en anticuerpos monoclonales; sin embargo es positiva tanto en enfermos como en

portadores.

La Precipitacion en gel vy fijacion de complemento. Son de utilidad en el diagndstico de la
amibiasis por que detectan anticuerpos que desaparecen a los 6 meses, lo que implica una

correlacién con el curso clinico de la enfermedad.

Inmunofluorescencia. Es una prueba cuantitativa, altamente especifica y sensible, no se
encuentra al alcance de todos los hospitales. En esta prueba, asi como en las otras mencionadas
anteriormente, el tiempo de ejecucion podria retardar la obtencién de resultados, por lo que sus
indicaciones se concretan a casos problemas serios en el diagnéstico o en estudios

epidemiologicos.

La Inmovilizacién de trofozoitos. Es una prueba que detecta anticuerpos, no es muy utilizada en
la practica diaria y no es comdn que se encuentre en laboratorio clinico de rutina, s6lo en

laboratorios de investigacion, ( 7, 22, 23).

La amibiasis es la infeccion producida por un protozoario llamado Entamoeba histolytica,
especie parasita del hombre, que puede vivir como comensal en el intestino grueso e invadir la

mucosa intestinal produciendo alteraciones y tener localizaciones extraintestinales.

La amibiasis puede considerarse una parasitosis cosmopolita, ya que se encuentran casos en todo
el mundo, con prevalencia muy variable. Predomina en paises tropicales, los porcentajes varian
de acuerdo a los grupos poblacionales estudiados, a la metodologia utilizada y a la época del afio

en que fueron realizadas las investigaciones, (24).
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A nivel mundial se estima que en 1984, 500 millones de personas fueron infectadas con
Entamoeba histolytica, 38 millones desarrollaron colitis 0 abscesos extraintestinales y 40 mil
muertes fueron atribuidas a amibiasis. A escala global ocupé el tercer lugar entre los parasitos
causantes de muerte, (25).

De acuerdo a reportes de la OMS este parasito puede infectar hasta un 10% de la poblacion
mundial y causar de 40.000 a 110.000 muertes por afio; esta es considerada la tercera parasitosis
después de Schistosomiasis y malaria. En Venezuela es la infeccion parasitaria con un alto
significado patoldgico, reportandose seroprevalencias de 4.4% , 29.2 % y 46.65 en algunas areas
pobres del estado de Zulia, (26).

La identificacion de E. histolytica en heces es todavia un problema en el diagndstico de rutina
ya que debe ser diferenciada de un nimero de protozoos que habitan en el lumen intestinal
como E. coli, E. hartmani, lodoameba butschilii, Endolimax nana, Giardia lamblia y la mas
importante E. dispar, siendo esta Gltima indiferenciable de E. histolytica por caracteristicas
morfoldgicas, (27), sin embargo hay diferencias genéticas entre las dos especies que pueden ser
detectadas usando Analisis inmunoenzimaticos, Reaccion en Cadena de la Polimerasa ( PCR ),

Sondas de ADN especificas, o Anticuerpos monoclonales, (28, 29,30).

Estudios de Zimodemaos de E. histolytica encontraron dos grupos de amebas, una patégena y una
no patégena , ambas presentaron patron enzimatico diferentes, (31).

En estudios de PCR utilizando primers especificos y anticuerpos monoclonales se han podido
identificar diferencias entre cepas patdgenas y no patdgenas . Por esta razon algunos autores
consideran dos especies de amebas: Entamoeba histolytica capaz de causar enfermedad y

Entamoeba dispar considerada como un comensal intestinal, (32).

La amibiasis invasiva es el principal problema social y de salud en areas de Africa , Asia y
América Latina donde las inadecuadas condiciones higiénicas sanitarias y la presencia de cepas
virulentas de E. histolytica permite mantener una alta incidencia de amebiasis intestinal y

extraintestinal, (33).
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La amibiasis se encuentra entre los principales problemas de salud en México, y se presenta de
forma asintomatica y sintomética. No se conocen todos los mecanismos que determinan su
patogenicidad por lo que su estudio a nivel molecular permite hacer diferencias entre las dos
cepas a nivel de DNA y conocer que moléculas podrian ser candidatos para indicar factores de

patogenicidad y mejorar los métodos de diagnostico diferencial entre estos parasitos, (34).

En 1970-1972 Vigil describieron epidemias de disenteria bacilar, sefialando el encuentro
frecuente de E. histolytica en heces de pacientes. También reportaron que la amebiasis cronica es

endémica en Nicaragua, (35).

De acuerdo al registro del Hospital de Ledn, el 45% de las heces examinadas en el laboratorio
durante el periodo 1981-1983, contenian E. histolytica. Afios mas tarde en este centro se

encontraron casos de abscesos hepaticos presumiblemente causados por E. histolytica, (36).

En 1988 estudios realizados por Téllez et. al. analizaron 562 muestras de sueros tomados en
diferentes grupos de edad en Instituciones educacionales, demostrando en los grupos de 6 a 15

afios, una seropositividad para E. histolytica . del 48%., (37).

En el Barrio La Providencia de Ledn(Meyer y Morales 1990) encontraron prevalencia de
infeccion de E. histolytica del 20.6% y una seropositividad de 26.4 % utilizando el método de
ELISA, (38).

En el Departamento de Microbiologia y Parasitologia de la UNAN-LEON en un estudio piloto,
se encontro una prevalencia de E. histolytica del 10% utilizando el examen microscopico de las

heces.

Leiva B. et. al realizardn un estudio seroepidemiolégico en el municipio de Leon, encontrando al
Barrio de Zaragoza con la mayor prevalencia (30%) en el analisis fecal y una seropositividad del
52%. La prevalencia mas baja (11%) fue encontrada en el Barrio El Laborio y el Barrio El

Calvario presento la seropositividad més baja de (14%), (39).
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Teéllez et.al. ( 1993 ) realizé un estudio de prevalencia de parasitos intestinales en una poblacién
de ciudad de Léon encontrando una prevalencia de infeccion de E. histolytica mediante

microscopia de luz de 18.6%.( 40)

Dado que las enfermedades parasitarias causadas por Entamoeba histolytica, causan problemas
graves de salud en diferentes grupos de edad y debido a la existencia de dos cepas
morfolégicamente idénticas: E. histolytica y E. dispar, pero genéticamente diferentes, la
microscopia es incapaz de establecer las diferencias genéticas de ambas cepas por lo que se
necesita realizar técnicas especificas y moleculares que nos permita identificar ambas especies

para conocer la verdadera realidad en nuestro medio.
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OBJETIVO GENERAL

Identificar Entamoeba histolytica / Entamoeba dispar empleando métodos enzimaticos y

moleculares en pacientes con diarrea en tres centros de salud de Ledn.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

Identificar los principales parasitos encontrados mediante examen microcopico.
Describir las caracteristicas clinicas de los pacientes con enfermedad diarreica.
Identificar E. histolytica / E. dispar mediante el método enzimatico de “Triage.”

Diferenciar E. histolyticay E. dispar mediante técnicas moleculares (PCR).

a ~ w DN

Comparar la concordancia de los diferentes métodos utilizados en la

identificacion de E. histolytica / E. dispar.
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MATERIAL Y METODO

TIPO DE ESTUDIO
Se realizd un estudio analitico de evaluacion de pruebas diagndsticas que permitieron la

identificacion de E. histolytica / E. dispar mediante técnicas enzimaticas y moleculares.

AREA DE ESTUDIO

Tres areas de Salud del municipio de Ledn.
1. Centro de Salud Mantica Berio
2. Centro de Salud Sutiava

3. Perla Maria Norori

POBLACION DE ESTUDIO

El presente estudio se realizd de Febrero a Agosto del 2002 en la ciudad de Ledn en pacientes
con diarrea mayores de 2 afios. Se tomaron como criterios de inclusion todos los pacientes
mayores de 2 afios con diarrea y que no hallan ingerido antiparasitarios. Los objetivos de la
investigacion fueron cuidadosamente explicados a cada participante, todos los pacientes

aceptaron participar en el estudio y se utilizé una ficha para la recoleccion de la informacion.

MUESTRA

Se recolectaron 134 muestras de pacientes mayores de 2 afios que asistieron a los tres centros de
salud antes mencionados, se les llen6 una ficha que contenia los datos generales del paciente y
datos de laboratorio, se les entregd un recipiente limpio para obtener la muestra, esta fue
trasladada al Departamento de Microbiologia y Parasitologia para su procesamiento. A las
muestras se les realizd los siguientes métodos de laboratorio: Examen microscépico, Triage y
PCR.
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PROCEDIMIENTOS

Examen microscépico

Principio del Metodo:
La microscopia simple es el método de examinacion de las heces fecales en solucién salina y

lugol que permite detectar huevos, quistes y trofozoitos.

PROCEDIMIENTO

Se realizd diariamente examen microscopico de heces frescas utilizando una gota de solucion
salina y una gota de solucion de yodo, se hizo la observacién microscopica para la identificacion

las amebas.

METODO TRIAGE

Principio del Método:

El panel para parasitos Triage es un test inmunoldgico enzimatico para deteccion de G.

lamblia E. histolytica / E. dispar y C. parvum en muestras fecales humanas frescas recien
congeladas y sin fijar . Los antigenos especificos de G. lamblia , E. histolytica y C. parvum
presentes en las muestras de heces se aislan y se inmovilizan en una membrana mediante
anticuerpos especificos. Los antigenos inmovilizados se incuban con conjugados de enzima —
anticuerpo que se unen a sitios especificos de los antigenos. Tras afiadir la solucion de lavado y
el sustrato , la presencia de los antigenos especificos se detecta visualmente por la presencia de

una barra de color purpura a negra junto al nombre impreso en la placa test.

Una muestra positiva produce una barra nitida de color parpura a negra en la zona de test
adyacente al nombre del antigeno . Una muestra negativa no produce ninguna barra de color. Las
zonas de control positivo contienen los agentes inmovilizados de G. lamblia, E. histolytica y C.
parvum unidos a anticuerpos especificos . Si se realizan correctamente todos los pasos del test,

se obtendrd una barra de color en las tres zonas de control positivo.
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Parasite Panel Biosite Diagnostics San Diego, Ca. Es un método enzimatico comercial,
cualitativo basado en anticuerpos monoclonales especificos de G. Lamblia ( 3 ng de alfa- 1
giardina), E. histolytica / E dispar ( 4 ng del antigenos de superficie de 29 kDa) y
Criptosporidium parvum ( 6 ng la proteina disulfuro isomerasa ) unidos a una enzima ( fosfatasa
alcalina). El procedimiento se llevo a cabo a temperatura ambiente utilizando el procedimiento

adjunto al test. Los resultados fueron comparados con los controles positivo y negativo.

MATERIALES

- Reactivo “ Triage”

- Placa test

- Diluyente de la muestra ( solucion tampon)

- Conjugado ( anticuerpos monoclonales unido a Fosfatasa alcalina)
- Solucio de lavado

- Sustrato ( Indoxil fosfato en solucion tampdn)

- Control positivo

- Control negativo.

PROCEDIMIENTO

Se utilizaron heces frescas de pacientes con diarrea, se prepard la muestra con un diluyente

suministrado en el test y se centrifugd a 1500 g.

Con una pipeta de tranferencia se afiadié 500 ul de la muestra filtrada y centrifugada a la zona de
la placa test “Triage” se dejo absorber la muestra completamente.

Se afiadd el conjugado ( anticuerpos monoclonales unidos a una enzima fosfatasa alcalina)

directamente en el centro de la zona de deteccion de la placa test y se incubd durante 3 minutos.

Se afadi6 6 gotas de solucion de lavado ( solucidén tamponada) en la zona de deteccion, se dejo

absorber completamente y se repitié este paso nuevamente.
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Se afadio 4 gotas de sustrato ( Indoxil fosfato en solucién tampon) y se incubé durante 5

minutos.

Después de la incubacion fueron leidos los resultados y los controles positivo y negativo.

REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

Principio del Método:

El principio fundamental del PCR se basa en la amplificacion de fragmentos especificos de DNA
mediante la multiplicacion experimental de ciclos sucesivos hasta obtener suficiente producto
para ser visualizado. De esta manera una molécula simple de DNA puede ser amplificada mas

1000 millones de veces en 30 ciclos de reaccion.

Termociclador: - Desnaturalizacion 90°C x 20 seg.
- Amplificacién 55°C x 20 seg
- Extension 72°C x 60 seg
MATERIALES

- QIlAamp spin columns
- Tubos de 2 ml.

- Buffer AL

- Buffer ATL

- Buffer AW1

- Buffer AW2

- Buffer AE

- QIAGEN Proteasa
- Proteina K

- Buffer sin MgCI2
- DNTP mix

- MgCI2 25 mM
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- Primer
- Template DNA
- DNA polimerasa termoestable

PROCEDIMIENTO

La extraccion del ADN se hizo con un producto comercial

(QlAamp QIAGEN Germany) a partir de las muestras de heces preservadas con etanol al 70%
y que fueron almacenadas a 4-8°C mientras se realizaba la extraccion. El procedimiento se llevé
a cabo con algunas modificaciones del protocolo adjunto al test Una vez extraido el DNA se
prepararon las muestras haciendo mezcla de MgCI2, dNTP mix, primer mix, DNA polimerasa
termoestable y agua destilada, esta mezcla fue colocada en el termociclador ( Termocicler 5330)
durante 4 horas, la desnaturalizacion se llevd a cabo a 90°C, la amplificacion a 55°C, y la
extension a 72°C. Se hizo la preparacion del gel con Agarosa (SIGMA ) utilizando bromuro de
ethidio y se procedid a la colocacion de las muestras en el gel, se utilizaron primer especificos de
E. histolytica y E. dispar respectivamente. Se realizé el corrido electroforético a 95 voltios
durante 45 minutos y se colocé el gel en el transiluminador para observar las bandas de DNA, se

dejo secar y se tomaron fotos.
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OPERACIONALIZACION DE VARIABLES

VARIABLES

DEFINICION

INDICADOR

VALOR

Caracteristicas
clinicas.

Edad:

Sexo:

Dolor abdominal:

Tenesmo:

Vomito:.

Fiebre:

Edad de un
individuo expresada
como el periodo de
tiempo que ha
pasado desde el
nacimiento.

Clasificacion de los
hombres 0 mujeres
teniendo en cuenta
NUMErosos criterios
(anatémicos y
cromosoémicos)

dolor agudo o
cronico que puede
ser localizado o
difuso, y que se
origina en la cavidad
abdominal.

Deseo continuo,
doloroso e ineficaz
de orinar o defecar,
producido por una
irritacion del cuello
vesical o del ano.

Material procedente
del estbmago que se
expele al exterior a
través del esofago

Elevacién anormal
de la temperatura del
CUerpo por encima
de 37 ° C debida a
enfermedad.

Referido por el
paciente

Referido por el
paciente

Anamnesis

Anamnesis

Afos

Masculino o
Femenino

Si o No

Si o No

Si o No

Si o No
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Nausea:

Distencion
abdominal:

Examen general de
heces.
Microscopico

Presencia de quistes
y trofozoitos de
protozoarios
intestinales.

Presencia de huevos
y larvas de
Helmintos

M. “Triage”

Deteccidn de
antigenos de:

E. histolytica/ E.
dispar , G. lamblia.
C. parvum.

PCR

Deteccion de bandas
de ADN de

E. histolyticay E.
dispar.

Sensacion previa al
vomito

Lesion
habitualmente
muscular debido a
un esfuerzo fisico
exagerado.

Se debera observar
estructuras
compatibles con
quistes, trofozoitos,
huevos de paréasitos
intestinales.

Test
inmunoenzimatico
para la deteccién de
E. histolytica/ E.
dispar. G. lamblia,
C.parvum en heces
frescas.

ADN de
E. histolyticay E.
dispar.

Anamnesis

Anamnesis

Resultado de
observacion
microcopica.

Reaccioén
colorimétrica

Presencia de banda
de E. histolyticay E.
dispar

Si o No

Si o No

Si 0 No

Positivo o Negativo

Positivo o Negativo
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PLAN DE ANALISIS

Se realiz6 un analisis descriptivo de los datos en el programa Epi Info version 6.01. Se estimo la
frecuencia simple de los datos determinandolos en porcentajes y se calcul6 el indice de Kappa a

los métodos de diagndstico empleados en el estudio.

Se analizd la relacion entre el examen microscépico con los otros métodos empleados, se calculd

el Indice de Kappa mediante el programa SPSS version 8.
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RESULTADOS

Se realizd examen microscopico de las heces fecales de 134 pacientes mayores de 2 afios que
asistieron a los 3 centros de salud de la ciudad de Ledn. Se encontré una frecuencia de parasitos
intestinales de Giardia lamblia 25 (16.4%), Trichiuris trichiura 9 (6.7%), Entamoeba
histolytica/ dispar de 7 (5.2%), Ascaris lumbricoides 5 (3.7%), Hymenolepis nana 5 (3.7%),
Strogyloides stercoralis 2 (1.5%).

Tabla 1. Frecuencia de parasitos intestinales en 134 muestras fecales de individuos con

diarrea. Leon, Febrero- agosto 2002

Parasitos NUmero Porcentaje
Giardia lamblia 25 18.6
Trichuris trichiura 9 6.7
Enamoeba histolytica/dispar 7 5.2
Ascaris lumbricoides 5 3.7
Hymenolepis nana 5 3.7
Strongyloides stercoralis 2 15
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Se analizaron las caracteristicas clinicas de los pacientes con diarrea encontrando dolor
abdominal en 118 ( 88.1%), nauseas 73 (54.5 %), distensién abdominal 67 (50%), tenesmo 53
(39.6%), fiebre 57 (42.5%), vémito 49 (36.6%). Al relacionar las caracteristicas clinicas de la

diarrea con la presencia de amebas no se encontraron asociacion estadisticamente significativa.

Tabla 2. Caracteristicas clinicas de 134 pacientes con diarrea. Leon, Febrero a Agosto 2002.

Sintoma / signo NUmero Porcentaje
Dolor abdominal 118 88.1
Nauseas 73 54.5
Distension abdominal 67 50.0
Tenesmo 53 39.6
Vomitos 49 36.6

Se realiz6 el método enzimatico Triage para deteccion de antigenos de E. histolytica / dispar,
Giardia lamblia y Criptosporidium parvum encontrando una frecuencia de Gardia lamblia 22
(16.4%), E. histolytica / Entamoeba dispar 1 ( 0.7%) y Criptosporidium parvum 0%. Se analizé
la concordancia entre el Triage y la microscopia con respecto a Giardia lamblia presentando una
excelente concordancia, indice Kappa= 0.923. Al relacionar el Triage con la microscopia con
respecto a E. histolytica / E. dispar se encontrd una baja concordancia, indice Kapa= 0.240.

Tabla 3. Deteccion de antigenos de Entamoeba histolytica/ dispar, Giardia lamblia y
Criptosporidium parvum mediante el test Triage Micro Parasite Panel en muestras de

individuos con diarrea. Ledn, Febrero- agosto 2002.

Positivo Negativo
Especie No. % No. %
Entamoeba histolytica / dispar 1 0.7 133 99.0
Giardia lamblia 22 16.4 112 83.6
Cryptosporidium parvum 0 0 0 0
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En el PCR se encontré una frecuencia de infeccion por E. histolytica/ E dispar de 12 /134
(9.0%), E. histolytica 3 /12 ( 2.2%), E. dispar 9/ 12 (6.7%). Se analiz6 la distribucion de E.
histolytica y E. dispar segun los grupos de edad encontrandose para E. histolytica de 2-4 afios
(0%), de 5-14 afos 1 (3%) y mayores de 15 afios 2 (4.5%). Para E. dispar de 2-4 afios 2
(3.5%), de 5-14 afios 2 (6.1%) y mayores de 15 afios 5 (11.4%). Al relacionar el PCR con la

microscopia, se encontrd una baja concordancia, Kappa= 0.267.

Tabla 4. Deteccion de Entamoeba histolytica/dispar, Entamoeba histolytica y Entamoeba
dispar por las técnicas de microscopia, Triage y PCR en 134 muestras diarreicas. Leon,
Febrero-Agosto 2002.

Especie Microscopia Triage PCR
Entamoeba histolytica/dispar 7 (5.2%) 1(0.7%) 12 (9%)
Entamoeba histolytica Na na 3 (2.2%)
Entamoeba dispar Na na 9 (6.7%)

Tabla 5. Distribucion de Entamoeba histolytica y Entamoeba dispar por gupos de edad en

134 individuos con diarrea. Ledn, Febrero-Agosto 2002

Entamoeba Entamoeba
histolytica Entamoeba dispar histolytica/dispar
Grupo de Edad No. (%) No. (%) No. (%)
2a4 0(0.0) 2(3.5) 2 (3.5)
5a 14 1(3.0) 2 (6.1) 3(9.1)
> de 15 2 (4.5) 5(11.4) 7 (15.9)
Total 3(2.2) 9(6.7) 12 (9.0)
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DISCUSION

En este estudio realizado en 3 centros de salud de la ciudad de Leon, se realizaron 3 metodos de
laboratorio: Examen microscopico, métododo enzimatico (Triage Parasite Panel) y PCR.
Mediante el examen microscépico de las heces se encontré prevalencia de parasitos intestinales
de E. histolytica / dispar de 5.2%, Giardia lamblia 18.6%. Otros estudios han reportado
prevalencias mayores de E. histolytica / E.dispar de 20.6%, 18.8%, 28.2%, 27%, 11.8%,
indicando que la amebiasis es endémica en Nicaragua. (15, 40,41,42,43).

La prevalencia de Giardia lamblia encontrada es similar a la de otros estudios en los mismos
grupos de edad, estos datos se asocian a las bajas condiciones socioecondmicas y sanitarias

propias de paises subdesarrollados. (40)

Al analizar las caracteristicas clinicas de los pacientes con diarrea se encontré que el 88.1% de
los pacientes presentaron dolor abdominal, y 54.5% nauseas. Al analizar las caracteristicas
clinicas de la diarrea con la presencia de amebas no se encontré asociacion estadisticamente
significativa con los signos y sintomas clinicos. Es probable que en este estudio no se encontro

ninguna asociacién debido a que fue muy poca la cantidad de E. histolytica encontrada.

En el método enzimético Triage, se encontrd prevalencia de de Entamoeba histolytica /
Entamoeba dispar de del 0.7% y Giardia lamblia 16.4%, Criptosporidium parvum 0% . Al
relacionar el método Triage y el examen microscopico con respecto a E. histolytica / E. dispar se
encontrd una baja concordancia, Kappa= 0.240. Otros estudios han demostrado que este método
detecta mayor numero de parasitos (45,46,47). Se presume que la baja prevalencia de E.
histolytica / E. dispar observada en el método Triage es atribuida a la baja carga parasitaria;
estudios realizados a partir del cultivo de las amebas han demostrado que este método requiere de
méas de 1000 trofozoitos por ml para dar una reaccidn positiva en el test (45). También es
probable que las cepas encontradas en el presente estudio posean una variacion conformacional
en la secuencia de aminoécidos en el antigeno de superficie de la ameba con respecto a las
utilizadas en otros estudios y de esta manera pierde el caracter antigenico. Se analizo la

concordancia en el método Triage y el examen microscopico con respecto a Giardia lamblia,
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encontrando una excelente concordancia Kappa=0.923. Estos datos son similares a los reportado
por otros estudios.(45, 46,47).

La prevalencia encontrada de E. histolyticay E. dispar mediante el PCR fue 12 / 134 ( 9%), E.
histolytica 3/ 12 (2.2 %), E. dispar 9/ 12 (6.7%). Otros estudios han reportado prevalencias
mayores en cuanto E. histolytica,17.6%, 21.4% respectivamente. (48, 49) y similares en relacion
a E. dispar 7.9%, 9.9% (49). La baja prevalencia de E. histolytica puede ser atribuida a los
criterios de inclusion del estudio, o puede ser que anteriormente se incurrid en un sobre
diagnostico, donde E. histolytica / E. dispar la confundieron con otras especies de ameba. La
mayor proporcion de Entamoeba histolytica y E. dispar por grupos de edad fue encontrada en
mayores de 15 afios. Otros estudios han reportando prevalencias de E. histolytica/ E. dispar en

los grupos de 10-19 y 15-19 afios respectivamente.(40, 15).

En relacion al PCR y la microcopia no hubo concordancia, indice de Kappa = 0.267, una vez
mas se demuestra las limitaciones que tiene la microscopia en la de deteccion de E. histolytica /

dispar.

El examen microscépico detectd 7 /134 5.2%, el método Triage 1/ 134 0.7% vy el PCR 12/ 134
9% de un total de 134 muestra analizadas. Se puede observar claramente que el PCR demostrd
una clara ventaja sobre los otros métodos en la deteccion e identificacion de amebas. Estudios
han demostrado la diferenciacién molecular de E. histolytica y E. dispar mediante este método
recomendandolo como una alternativa en la deteccion y diferenciacion de E. histolytica y E.
dispar. (50,51).
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CONCLUSIONES

En el examen microscopico de las heces solamente detect6 7/134 (5.2%) de

E. histolytica/ E. dispar

No se encontrd ninguna relacion de los pacientes con amebas y las caracteristicas clinicas.

El método enzimatico Triage detect6 1/134 (0.7%) de E. histolytica/ E. dispar.

El PCR detectd E. histolytica/ E. dispar 12/134 (9%), E. histolytica 3/12 (2.2.%), E.
dispar 9/12 (6.7%).

La concordancia entre el examen microscopico y el Triage con respecto a Giardia
lamblia, hubo un indice de Kappa=0.923, en relacion a E. histolytica /E. dispar fue
0.240. En relacion al PCR y la microscopia no hubo concordancia, indice de
Kappa=0.267.
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RECOMENDACIONES

1. Mejorar el entrenamiento de técnicos de laboratorio para el adecuado diagnéstico del
examen microscopico.

2. No se recomienda el Metddo enzimatico Triage para el diagnostico de la amebiasis.

3. Se recomienda el PCR para la deteccion e identificacion de Entamoeba histolytica y
Entamoeba dispar.
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