UNIVERSIDAD DE ORIENTE
NUCLEO DE SUCRE
ESCUELA DE CIENCIAS
DEPARTAMENTO DE BIOANALISIS

IDENTIFICACION MOLECULAR DE ESPECIES DE Entamoeba EN
MUESTRAS FECALES PROVENIENTES DE PACIENTES DEL ANEXO
PEDIATRICO DEL “HOSPITAL LUIS RAZETTI” DE BARCELONA, ESTADO
ANZOATEGUI Y SU RELACION CON SINTOMAS CLINICOS
(Modalidad: Tesis de Grado)

Beatriz Ahmar Bachkanji

TRABAJO DE GRADO PRESENTADO COMO REQUISITO PARCIAL PARA
OPTAR AL TITULO DE LICENCIADO EN BIOANALISIS

CUMANA, 2011



IDENTIFICACION MOLECULAR DE ESPECIES DE Entamoeba EN
MUESTRAS FECALES PROVENIENTES DE PACIENTES DEL ANEXO
PEDIATRICO DEL “HOSPITAL LUIS RAZETTI” DE BARCELONA, ESTADO
ANZOATEGUI Y SU RELACION CON SINTOMAS CLINICOS

APROBADO POR:

Profa. Hectorina Rodulfo
Asesora

Prof. Marcos De Donato
Coasesor

Profa. Del Valle Guilarte
Jurado Principal

Profa. Leonor Mora Vargas
Jurado Principal



INDICE

DEDICATORIA ...ttt ettt ettt et st sbe et et esbeetesaeens i
AGRADECIMIENTO ....iiiiiiitiitete ettt ettt st sttt ettt et enaeenees il
LISTA DE TABLAS .ottt ettt ettt e sne e eneesae e iii
LISTA DE FIGURAS ..ottt ettt sttt e nseenseesneseeneas v
RESUMEN ...ttt ettt ettt st ettt ettt sat e bt eatesbeenbesatesaeeneas \%
INTRODUCCION ....couiiomiimmiiseeseeeseissee s sssses st 1
METODOLOGIA ...ttt 12
Poblacion de €STUAIO ......ccueieiiieeciie et 12
Procesamiento de 1as MUESLIAS........coeevuiriiriieieiiereee et 13
Extraccion de ADN ... 13
Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) .......coocveeeiiiieiiieciicecceeeee e 14
ANALISIS @STAISTICO .. e vireiiiieiiie ettt ettt et e e et e e et e e eree e eabeeesabeeesaseeennseeenens 16
RESULTADOS ...ttt ettt et sttt ettt et ettt 17
DISCUSION ...cooiititriieisee et sesee s ess ettt 26
CONCLUSIONES ...ttt ettt ettt be et e st e teeneesseenseeneenes 35
BIBLIOGRAFTA ...ttt sttt st e s e seensesasenseense e 36
ANEXOS ettt ettt ettt et 47

HOJA DE METADATOS ...ttt 52



DEDICATORIA

Dios Todopoderoso y mi virgencita del Valle.

Mi mami, que a pesar de la distancia siempre me apoyo y me dio los mejores

consejos para seguir adelante. Te quiero mucho mama.

Mi papi, por su amor y paciencia, por estar siempre conmigo apoyandome en todo

momento. Eres mi mejor ejemplo. Te adoro papa.

Mis hermanos, por apoyarme y ayudarme en todo. Los quiero Yuli, Naim, Gladis

y Joseph.

Carlos Cesar, por apoyarme siempre y por estar conmigo ayudandome en todo

momento. Te quiero mucho mi nifio.

Mi mejor amiga Exilis del Valle, por su atencion y apoyo. Te quiero mucho mi

amiga linda.



AGRADECIMIENTO

Mi asesora Profa. Hectorina Rodulfo, que con sus conocimientos me ayudo en la
realizacion de la tesis. Te quiero mucho profe, le tengo un gran carifio, gracias por todo
y también por todo lo que me ha ensefiado.

Mi coasesor Prof. Marcos De Donato, por su apoyo y ayuda profesional.

Mis compafieras: en especial a Exilis, ademds a todos lo que laboran en el

laboratorio de genética molecular, por su apoyo y compaiiia en el transcurso de mi tesis.

11



LISTA DE TABLAS

Tabla 1. Secuencia de oligonucleétidos de los genes similares al ARNr 16S para el
género Entamoeba y las especies E. histolytica, E. dispar y E. moshkovskii.................. 15
Tabla 2. Frecuencia de los signos y sintomas presentes en los nifios infectados con
E. histolytica asociados a otros protozoarios y helmintos intestinales, provenientes del
Laboratorio del Anexo Pediatrico del Hospital “Luis Razetti”, Barcelona, estado
ANZOALEZULL .ttt ettt ettt ettt et ee st et e sttt e bt e e et e et e e eate e bt e sateebeeeateebeesabeeteeeareen 18
Tabla 3. Resultados de microscopia y PCR de muestras fecales provenientes de nifios
del Laboratorio del Anexo Pediatrico del Hospital “Luis Razetti”, Barcelona, estado
ANZOALEZUL. ..eeenvveeeiiieeiiie et e ettt e etteeeetteesteeesteeeasseeesssaeesssaeansseeasseessseesnsseesnsseesnseeensseens 22
Tabla 4. Comparacion del diagnostico coproparasitologico, PCR y sintomatologia en los
nifios provenientes del Laboratorio del Anexo Pediatrico del Hospital “Luis Razetti” de
Barcelona, estado ANZOAtEGULL........ccevieruieeiieiiieeiieiieeteeieeeteeteesaeeeeeeseeseessseenseesasaens 23
Tabla 5. Caracteristicas macroscopicos de las materias fecales positivas por PCR en los
nifios provenientes del Laboratorio del Anexo Pediatrico del Hospital “Luis Razetti” de
Barcelona, estado ANZOAtEGUL........cevuieriieiiieiiieeieeiie ettt e eteesee e e seaeeaeesareens 24
Tabla 6. Resumen del analisis estadistico de las caracteristicas macroscopicas de la
materia fecal, edad, sexo y sintomatologia gastrointestinal, con respecto a las especies
identificadas por PCR en las muestras de heces de nifios provenientes del Laboratorio

del Anexo Pediatrico del Hospital “Luis Razetti” de Barcelona, estado Anzoategui...... 24

11



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Frecuencia de infecciones por E. histolytica y otros protozoarios y helmintos
intestinales diagnosticados por estudio coproparasitoldégico de la materia fecal en el
Laboratorio del Anexo Pediatrico del Hospital “Luis Razetti”, Barcelona, estado
ANZOALEZUL ..eeevvvieeniiieeiiee et e ettt e et e e e tteeeteeessteeessaeeessseeesseeesseessseesnsseesnsseesnsseesnseeennseens 17
Figura 2. ADN gendmico de muestras fecales de nifios provenientes del Laboratorio del
Anexo Pediatrico del Hospital “Luis Razetti”, Barcelona, estado Anzoategui. Pozos 1-22
MUESLTAS EVAIUAAS. ...oveiiiiiiiiiiiee ettt sttt s 19
Figura 3. Presencia de Entamoeba por nested PCR a partir de muestras fecales de nifos
provenientes del Laboratorio del Anexo Pediatrico del Hospital “Luis Razetti”
Barcelona, estado Anzoategui. M: marcador de masa molecular de 100 pb (Axigen). C+:
control positivo de E. histolytica 898 pb. C-: control negativo. Pozos 1-15 muestras
EVAITIAAAS. ...ttt ettt b et ae e 20
Figura 4. Presencia de E. histolytica por nested PCR a partir de muestras fecales de
nifios provenientes del Laboratorio del Anexo Pediatrico del Hospital “Luis Razetti”
Barcelona, estado Anzoategui. M: marcador de masa molecular de 100 pb (Axigen).C+:
control positivo cepa NER de E. histolytica 439 pb. Pozos 1-74 muestras fecales
evaluadas. C-: cONtrol NEEALIVO. ....ccvieiieiiiieiieie ettt et ae e eebe e s e 21
Figura 5. Presencia de E. dispar por nested PCR a partir de muestras fecales de nifos
provenientes del Laboratorio del Anexo Pediatrico del Hospital “Luis Razetti”
Barcelona, estado Anzoategui. M: marcador de masa molecular de 100 pb (Axigen). C+:
control positivo cepa UDO de E. dispar 174 pb. Pozos 1-74 muestras fecales evaluadas.

C-: CONIOL NEGALIVO. .eviiiiiieeiiee ettt ettt ettt e et e e st eeestbeeesaeeessseeessseesssseesnseaenns 21

v



RESUMEN

En esta investigacion se planted detectar por nested PCR las especies de Entamoeba
histolytica, Entamoeba dispar y Entamoeba moshkovskii en muestras fecales provenientes
de pacientes del Anexo Pediatrico del Hospital “Dr. Luis Razetti” de Barcelona, estado
Anzodategui y su relacion con sintomas clinicos. Para ello, de un total de 1 141 muestras de
heces analizadas en dicho Laboratorio durante enero-agosto 2009, se muestrearon 150 heces
de nifios de 0-10 afios y ambos sexos, diagnosticados coproparasitolégicamente positivos a
E. histolytica. Adicionalmente se obtuvo informacion de las caracteristicas fisicas de las
muestras, signos y sintomas al momento del muestreo y el reporte de todos los helmintos y
protozoarios intestinales identificados microscopicamente en cada una de las muestras
evaluadas. Estas fueron colocadas en amortiguador fosfato salino (PBS) hasta su posterior
procesamiento. A todas las 150 muestras se les realizd extraccion de ADN gendmico
empleando el kit de extraccion de ADN Wizard Genomic® de Promega y se aplico la nested
PCR amplificando la secuencia de ARNr 16S para detectar el género Entamoeba (898 pb) e
identificar las especies E. histolytica, E. dispar y E. moshkovskii con fragmentos de 439 pb,
174 pb y 553 pb, respectivamente. La asociacion de las variables edad, sexo, sintomatologia
y caracteristicas macroscopicas de las heces, con respecto a las especies de Entamoeba
identificadas, fueron asociadas a través de la prueba Chi-cuadrado, utilizando el paquete
estadistico SPSS version 11,5. Los resultados demostraron una frecuencia de diagndstico de
E. histolytica del 13,15% en el centro asistencial evaluado (150/1 141), de las heces
positivas a E. histolytica el 79,30% de las mismas presentd esta especie como Unico
patdgeno, 19,30% de los casos de E. histolytica estaban coinfectados con otros protozoarios
como Giardia duodenalis, Blastocystis hominis, Entamoeba coli y Chilomastix mesnili y el
1,40% estuvo acompafiada con helmintos intestinales como Trichuris trichiura e
Hymenolepis nana. Sin embargo, cuando estas muestras positivas se analizaron por nested
PCR se demostré que solo el 28,00% (42/150) de las mismas presentaron infecciones por
Entamoeba, evidenciandose elevado sobrediagndstico de E. histolytica (72,00%) en la
poblacion infantil evaluada. Ademas, el método molecular permitié diferenciar 29
infecciones por E. histolytica (19,30%), 6 (4,00%) por E. dispar, y 7 (4,70%) infecciones
mixtas E. histolytica/E. dispar. No se observé amplificacion de la especie E. moshkovskii en
las muestras evaluadas. Por otro lado, segun los signos y sintomas de los nifos evaluados, la
diarrea fue el mas comun de estas infecciones, seguido de dolor abdominal y fiebre; sin
embargo, tanto E. histolytica como E. dispar fueron identificadas en los mismos grupos de
individuos sintomaticos. De igual forma, las caracteristicas macroscopicas de las heces no
mostrd un patron caracteristico de especies y a pesar de que la presencia de sangre demostrod
una asociacion estadisticamente significativa con E. histolytica, en algunas infecciones por
E. dispar también se reportd presencia de sangre en la materia fecal. En conclusion, la
técnica de PCR evidencio ser mas util en la deteccion e identificacion de las especies del
género Entamoeba, demostrando que el diagnostico coproparasitologico genera
sobrediagnostico de la especie patogena E. histolytica, la cual estd asociada estadisticamente
a la presencia de sangre en las heces.

Palabra y o Frases Claves: Entamoeba histolytica, Entamoeba dispar, Entamoeba
moshkovskii, PCR



INTRODUCCION

El género Entamoeba comprende un conjunto de amibas pertenecientes al
phylum Sarcomastigophora, subphylum Sarcodina, superclase Rhizopoda, clase
Lobosea, orden Amoebida, familia Entamoebidae (Chester et al., 1992). Un gran
nimero de especies se encuentran en el intestino humano: Entamoeba coli,
Entamoeba dispar, Entamoeba moshkovskii, Entamoeba polecki, Entamoeba
hartmanni y Entamoeba histolytica, estando esta tultima implicada en cuadros

patologicos (Clark y Diamond, 1991a; Garcia y Bruckner, 1997).

La amibiasis fue reconocida por primera vez, como una enfermedad mortal por
Hipocrates (377-460 AC) quien describid pacientes con fiebre y disenteria. Mas tarde,
el antiguo testamento de Huang (140-187 AC) un clasico de medicina interna, hace
también referencia a la disenteria (Tanyuksel y Petri, 2003). Sin embargo, los hitos en
el estudio de E. histolytica, fueron los realizados por Losch, en 1875, describiendo
por primera vez en detalle la amibiasis intestinal ocasionada por E. histolytica; sin
embargo, ese nombre fue colocado por Schaudinn en 1903 (Saklatvala, 1993).
Posteriormente, Brumpt en 1925 formula la teoria sobre la diferencia entre las
infecciones amibianas asintomaticas y la enfermedad amibiana, donde podria estar
relacionada con la existencia de dos especies distintas, pero morfologicamente
idénticas: E. histolytica, capaz de causar la enfermedad invasiva, y E. dispar, que
nunca causa enfermedad. Esta teoria fue descartada por un tiempo, hasta que las
evidencias que apoyaban la hipotesis de Brumpt comenzaron a acumularse. En 1993,
68 afios después del descubrimiento original de E. dispar, se aceptd formalmente que
E. histolytica y E. dispar son especies diferentes, estrechamente relacionadas, con
base en andlisis genéticos, inmunoldgicos y bioquimicos (Diamond y Clark, 1993;

Stauffer y Ravdin, 2003; Tanyuksel y Petri, 2003).



A pesar de que E. dispar fue considerada especie comensal, se han descrito
sintomas intestinales en pacientes infectados por esta especie (Jetter et al., 1997;
Parija y Khairnar, 2007). Ademas, se ha demostrado que en animales, E. dispar causa
lesiones focales variadas en intestino (Chadee et al., 1985; Vohra et al., 1989;
Espinosa-Cantellano et al., 1997), destruyendo monocapas de células epiteliales in
vitro (Espinosa-Cantellano et al., 1998). También hay evidencias de que una
infeccion por E. dispar, puede ocasionar cambios patoldgicos en el humano
(McMillan et al., 1984). Sin embargo, no existen estudios de casos controlados

dirigidos a conocer y evaluar el verdadero potencial patégeno de este organismo.

Con respecto a E. moshkovskii, es otra de las especies indistinguibles
morfolégicamente de E. histolytica y E. dispar. Fue descrita en Moscti en 1941
(Tshalaia, 1941) y después reportada en diferentes paises (Scaglia et al., 1983; Clark
y Diamond, 1991b). E. moshkovskii fue inicialmente considerada como una cepa
medioambiental de vida libre; sin embargo, en 1961 una cepa E. histolytica-like fue
aislada en Laredo, en un paciente con diarrea (Dreyer, 1961); esta cepa compartia
caracteristicas con E. moshkovskii como: crecimiento a temperatura ambiente,
osmotolerante y resistencia a emetina, dichas caracteristicas la diferencian de

E. histolytica y E. dispar.

Posteriormente se confirm6, por estudios moleculares, que la cepa de
E. histolytica Laredo era una cepa de E. moshkovskii. Recientes estudios han
demostrado la presencia de esta ultima en humanos, aunque no se ha evidenciado
asociacion con enfermedad clinica (Clark y Diamond, 1991b; Haque et al., 1998a; Ali
et al., 2003; Fotedar et al., 2007; Parija y Khairnar, 2007; Tanyuksel et al., 2007).
Estudios en Bangladesh e India, reportan a E. moshkovskii como potencial
enteropatdgeno en pacientes con sintomas gastrointestinales y/o disenteria (Haque et

al., 1998a; Parija y Khairnar, 2007).



Aunque diversos estudios destacan la presencia de E. dispar y E. moshkovskii
en pacientes con sintomas gastrointestinales (Haque et al., 1998a; Visser et al., 2006;
Fotedar et al., 2007; Parija y Khairnar, 2007; Tanyuksel et al., 2007), no existen,
hasta el momento, evidencias definitivas que demuestren que estas dos especies
causan sintomatologia gastrointestinal en el hospedero (Sargeaunt et al., 1978;

Diamond y Clark, 1993; Ortner et al., 1997).

La especie E. histolytica es el agente causal de la amibiasis intestinal y es
considerada mundialmente como uno de los parasitos principales que causa
mortalidad en humanos (WHO, 1997a; Haque et al., 2003; Haque y Petri, 2006). Sin
embargo, aun en la mayoria de los pacientes infectados con E. histolytica el
organismo no es capaz de invadir la mucosa del colon y desarrollar la enfermedad
invasiva, aunque el potencial para desarrollar esta ultima existe en cada individuo, y
en este sentido, los factores que previenen o favorecen la invasion de esta amiba
intestinal no estan bien entendidos (Variyam, 1993). Adicionalmente, se conoce que
el genotipo del parésito juega un papel determinante en el resultado de la infeccion
por E. histolytica (Ali et al., 2007). Por lo tanto, una de las prioridades actuales en la
era postgendomica es comprender los factores genéticos que determinan el resultado

de una infeccion por E. histolytica (Ali et al., 2008).

Se conoce que las infecciones por el género Entamoeba tienen un ciclo
biologico sencillo, que se inicia por ingestion de quistes tetranucleados en agua o
alimentos contaminados, estos quistes infectantes resisten el pH 4acido del estémago
del hospedero, y viajan a través del lumen del intestino delgado (iledn terminal),
donde ocurre el desenquistamiento por la accion del medio alcalino y enzimas
digestivas presentes en el mismo, emergiendo del quiste una amiba multinucleada que
da lugar a cuatro pequefias amibas que originan a su vez ocho trofozoitos similares a
los precedentes. Estas formas vegetativas y moviles llegan al intestino grueso donde

se alimentan de bacterias, detritus y otras células en contacto con su superficie,



aumentando de tamafno y alcanzando las dimensiones definitivas de los trofozoitos
maduros caracteristicos de cada especie, los cuales continian dividiéndose por
divisiéon binaria. En el caso de E. histolytica, en ciertas circunstancias, puede
desencadenar la patogénesis de amibiasis invasiva de la mucosa intestinal
adhiriéndose e invadiendo las células epiteliales intestinales, ademas pueden migrar
hacia otros Organos ocasionando amibiasis extraintestinal, por los diferentes
mecanismos patogénicos, como formacion de poros en la membrana, produccion de
proteasas y eritrofagocitosis, entre otras. Los trofozoitos del género Entamoeba son
facilmente destruidos en el ambiente exterior, degenerandose en minutos, y en
condiciones adversas, eliminan sus vacuolas alimenticias, condensandose en una
masa esférica que viene a ser el prequiste. Posteriormente, esta célula se cubre de una
pared protectora y se convierte en un quiste inmaduro que sélo posee un nucleo. Dos
divisiones nucleares sucesivas originan finalmente el quiste tetranucleado que es
eliminado en las heces, continuando asi el ciclo biologico de estos parasitos

(Pumarola et al., 1991; Variyam, 1993; Tanyusel y Petri, 2003; Rashidul et al., 2005).

Una fuente de infeccion relevante la constituyen aquellos casos de portadores
asintomdticos a la enfermedad que en ciertos periodos presentan algin sintoma
diarreico y eliminan quistes los cuales son de gran importancia epidemioldgica
porque se comportan como diseminadores de la infeccion. La transmision de la
enfermedad es facilitada por diversos factores como: la mala higiene personal, la falta
de agua potable e inadecuada manipulacion de alimentos. Esta infeccion afecta, en su
mayoria, las poblaciones de bajos recursos economicos y de extrema pobreza (Valdez
et al.,, 1999; Jackson, 2000). La mala disposicion de excretas y basura, el
hacinamiento y las relaciones homosexuales promiscuas también son importantes
mecanismos de transmision, asi como los vectores mecanicos, tales como moscas y
cucarachas, entre otros (Kimura et al., 1997). Esta enfermedad ataca al ser humano en
cualquier edad, siendo mas frecuente en nifios mayores de 3 afos y adultos jovenes,

donde el saneamiento es deficiente (Haque et al., 1999).



La tasa de mortalidad por enfermedades diarreicas en el mundo, ha disminuido
debido principalmente a la aplicacion de mejores terapias e intervenciones que
promueven las condiciones sanitarias y educativas en los habitantes de las
poblaciones afectadas, para que éstos se animen a participar en actividades de
atencion primaria de salud (Bern et al.,, 1992; WHO, 1995). No obstante, las
enfermedades diarreicas agudas contintan siendo una de las principales causas de
morbilidad y mortalidad en paises en desarrollo (Bern et al., 1992; Haque et al.,
2000). En este sentido, los estudios epidemiologicos de enfermedades infecciosas son
el paso inicial hacia la implementacion de intervenciones adecuadas para controlar la
enfermedad, por que las caracteristicas y patrones de aislamiento de los agentes
etioldgicos de la enfermedad varian de un lugar a otro, dependiendo de los elementos
meteoroldgicos, geograficos y socioecondomicos (Abrego et al., 1991; Chomlasak et

al., 1998).

Con respecto a la epidemiologia de las infecciones humanas por E. histolytica,
se conoce que en paises en desarrollo, esta infeccion es comun en nifios, y en paises
endémicos esta asociada a diarreas o disenterias (Butler et al., 1988). Sin embargo, las
caracteristicas clinicas de la amibiasis por E. histolytica se extienden desde
colonizacién asintomatica hasta disenteria amibiana y amibiasis extraintestinal
invasiva, manifestdndose esta ultima, cominmente, bajo la forma de abscesos en el
higado (Boonyapisit et al., 1993; Shandera et al., 1998). Al respecto, se reporta que
aproximadamente entre 34 y 50 millones de personas tienen la enfermedad invasiva,
originando de 34 000 y 100 000 muertes por afio (WHO, 1997b). Aunque este
parésito tiene distribucion mundial, las prevalencias superiores al 10,00% han sido
reportadas en varios paises en desarrollo (Stanley, 2003). A pesar de la disponibilidad
de terapias efectivas contra E. histolytica, la morbilidad y mortalidad de la infeccion
ha persistido, sugiriendo esto que las medidas para eliminar o limitar la enfermedad

son ineficaces y, como al parecer el humano es el tnico hospedador, un programa de



control apropiado deberia erradicar la infeccion (Blessmann et al., 2002; Blessmann

et al., 20006).

El diagnéstico de la infeccion por E. histolytica ha dependido del estudio de los
sintomas clinicos del paciente asi como del examen microscopico de muestras fecales
seriadas, en el cual se observa el tamafo de los trofozoitos (10-60 pm de didmetro) y
quistes (10-15 pm de didmetro) caracteristicos del parésito en las muestras de heces,

numero de nucleos en el quiste maduro, estructura nuclear, entre otros (Anexo I).

A pesar de que el examen directo es rapido y sencillo, tiene una sensibilidad
limitada y requiere de un observador experimentado que interprete acertadamente la
diferencia limitada entre la especie patdégena y las no patogenas; representando esto
graves causas de errores para el diagnostico de esta infeccion. Se senala que el
examen directo no es suficiente para el diagnostico de E. histolytica por lo que, debe
complementarse con técnicas de tincion como la coloracion permanente tricromica,
que se recomienda como técnica auxiliar al método directo, ya que permite una mejor
visualizacién de los elementos intracelulares de esta especie (Yau et al.,, 2001;
Tanyusel y Petri, 2003). Sin embargo, Haque et al. (2003) mencionan que la
coloracion tricromica y la hematoxilina férrica son técnicas insensibles para la
deteccion de E. histolytica, ademas de no permitir diferenciar entre esta especie

patogena de las no patogenas que son morfolégicamente idénticas.

En este orden de ideas, la presencia de falsos negativos con E. histolytica,
radica en el problema que existe en identificarla, ya que en muchas observaciones
microscopicas es subdiagnosticada por pasar desapercibida, debido a la demora
(degenerandose la fase movil del trofozoito), ademds de otras causas como: poco
tiempo requerido en el andlisis de la muestra fecal recién emitida, deficiente
preparacion teodrica-practica de quienes realizan el diagnostico de la amibiasis y falta

de métodos complementarios que ayuden a la mejor visualizacion de los trofozoitos



hemato6fagos, entre otros (Temesvari et al., 1999). Los falsos positivos también se
producen usando la microscopia como método de diagnostico, debido a la confusion
para identificar y diferenciar la amiba patdogena de macrofagos y de las especies no
patogenas (Krogstad et al., 1978; Stracham et al., 1988; Gonzalez-Ruiz et al., 1994;
Haque et al., 1997). Estas dificultades en el diagnostico de E. histolytica con respecto
a las otras especies del género Entamoeba, es lo que en muchos casos origina que las
prevalencias de esta infecciones varien enormemente de un lugar a otro (Gathiram y

Jackson, 1987).

Por ello, desde 1997 la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) reglament6
reportar el complejo E. histolytica/E. dispar, en presencia de quistes y trofozoitos no
hematofagos; ademas, recomendd identificar y diferenciar la especie patdgena
E. histolytica de las otras especies no patdogenas del género, debido a que estas
ultimas no requieren tratamiento (WHO, 1997a). No obstante, la aplicacion de
tratamientos erroéneos estd motivado en parte a que el diagnodstico de infecciones
intestinales por E. histolytica se basan principalmente en el estudio microscopico de
la materia fecal, metodologia que tiene una sensibilidad del 60,00% cuando se realiza
bajo condiciones Optimas (Krogstad et al., 1978; Haque et al., 1995). Ademas de la
desventaja de este tipo de diagndstico para diferenciar las especies de Entamoeba,
debido a que los quistes y trofozoitos de E. histolytica, E. dispar y E. moshkovskii
son idénticos (Anexo II), excepto en los casos de enfermedad invasiva por E.
histolytica, donde se observan los trofozoitos de la amiba con globulos rojos

ingeridos (Gonzalez-Ruiz et al., 1994).

Por su parte, los cultivos de las heces, seguido de un analisis de isoenzimas,
permiten diferenciar entre E. histolytica y E. dispar, pero se requiere de una o varias
semanas para obtener resultados e instalaciones especiales en los Laboratorios, lo
cual es impractico para ser empleado como rutina en el diagnostico de la amibiasis

intestinal (Huston et al., 1999). Existen diversas técnicas para la deteccion e



identificacion especifica de E. histolytica, como por ejemplo, la deteccion de
coproantigenos por la técnica de inmunoensayo enzimatico (ELISA). Ademas, varias
pruebas de diagnodstico molecular han sido desarrolladas para la deteccion de acido
desoxirribonucleico (ADN) del parésito, incluyendo reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) convencional y en tiempo real, pruebas que han sido efectivas para
deteccion y diferenciacion de E. histolytica, E. dispar y E. moshkovskii en muestras

clinicas.

Mas recientemente, Alla et al. (2002) y Ali et al. (2005) describieron dos
protocolos rapidos y muy sensibles de PCR en tiempo real para detectar y diferenciar
E. histolytica y E. dispar en muestras fecales. La eficacia comparativa de distintos
métodos de diagnostico especies-especificos ha sido el tema de varios articulos
(Mirelman et al., 1997; Haque et al., 1998b; Chiodini et al., 2004; Butcher et al.,
2008). En general, los autores concluyeron que la deteccion de antigeno y PCR (PCR
estandar, PCR-SHELA y PCR en tiempo real) pueden ser realizados adecuadamente,
pero la eleccion del método depende del presupuesto y del periodo de estudio, no
obstante estas pruebas han sido efectivas para deteccion y diferenciacion de E.
histolytica, E. dispar y E. moshkovskii en muestras clinicas. Esto ha conducido a una
nueva reevaluacion en la epidemiologia de la amibiasis en términos de prevalencia y
morbilidad, en particular en areas geograficas con alta endemicidad (Beltramino et

al., 1989; Takeuchi et al., 1989; Ohnishi y Murata, 1997; Ali et al., 2003).

Al respecto, en Bangladesh, Ali et al. (2003) empleando la PCR para detectar
E. moshkovskii directamente en las heces de 109 nifios en edad preescolar, reportan
17 muestras positivas para E. histolytica (15,60%); 39 fueron identificadas como E.
dispar (35,80%). Ademas, encontraron 23 (21,10%) positivas para la infeccion por
E. moshkovskii, y 17 (73,90%) presentaron infecciones mixtas E. histolytica/E.

dispar. Este estudio demuestra que, la alta asociacion de E. histolytica, E. dispar y



E. moshkovskii puede haber enmascarado la identificacion de esta ultima especie en

estudios previos.

Por otro lado, en India, Parija y Khaimar (2007), al estudiar 746 muestras de
heces con quistes y trofozoitos de E. histolytica, E. dispar y E. moshkovskii,
utilizando PCR para amplificar la subunidad pequefia del ARNr, revelé una mayor
prevalencia de E. dispar (8,80%) y E. moshkovskii (2,20%) en comparacion con E.
histolytica (1,70%). Solo el 19,00% de 68 muestras de heces, que presentaron
morfologia semejante a E. histolytica mediante microscopia, eran en realidad esta
especie, lo que implica que el 81,00% de las infecciones sospechosas fueron mal
diagnosticados, por lo que los pacientes fueron tratados innecesariamente con

medicamentos antiamibianos.

Del mismo modo, Fotedar et al. (2007), en Sydney, Australia detectando por
microscopia y PCR estas tres especies de Entamoeba, encontraron que de un total
de 123 muestras solo 5 fueron infecciones por E. histolytica, mientras que 63
(70,80%) y 55 (61,80%) muestras estaban infectadas por E. dispar y E.

moshkovskii, respectivamente.

Con respecto al diagnostico de estas especies en Venezuela, Chacin et al.
(1990a) reportaron porcentajes de la infeccion por el complejo E. histolytica/E. dispar
entre 6,80 a 42,00%, distribuidos de 1,80 a 29,50% para las areas urbanas y hasta
20,00% en rurales. Ademas, este complejo presenta prevalencias importantes en
diferentes areas de estudio del pais (Arenas-Pinto et al., 2003; Miller et al., 2003;
Diaz et al., 2006). Entre los afios 2007 y 2010, se reportaron 6 872 282 casos de
diarreas, principalmente en nifios, de €stos 574 225 representan casos de amibiasis,
siendo el estado Zulia el que representa el mayor nimero de casos en el pais y en la
region oriental los estados Anzoategui y Sucre son los mds afectados (Boletin

Epidemiologico del MPPS 2007-2010).



Con respecto a la identificacion de E. histolytica/E. dispar en el estado Sucre,
Michelli (2004) no detectd infecciones por estas especies en las poblaciones de
Caituco y Llanada de Cangua. Sin embargo, Mora et al. (2005), en pacientes con
sintomatologia gastrointestinal de Cumanad, registra una prevalencia del complejo de
16,00% usando microscopia convencional, ubicdndose el mayor numero de
infectados entre 10-19 afios. Posteriormente, Mora (2006) en la misma ciudad, evalué
428 pacientes con diarrea por PCR, encontrando 23 infecciones por E. histolytica, 15
con E. dispar y 4 infecciones mixtas, demostrando que ambas especies circulan en

esta poblacion.

Por su parte, Rivero et al. (2009) en Maracaibo, estado Zulia, determinaron la
prevalencia de infecciones por E. histolytica y E. dispar en 204 muestras de heces
mediante el examen microscopico directo con SSF (0,85%) y lugol, y la técnica de
concentracion formol-éter, obtuvieron como resultado 42 personas (20,58%)
presentando el complejo E. histolytica/E. dispar. Mientras que por PCR mostraron 47
casos positivas para estas amibas: 22 E. histolytica (10,78%), 16 E. dispar (7,84%), y
9 (4,41%) infecciones mixtas. Resaltando que la frecuencia de E. histolytica
encontrada (31/204) demuestra el caracter endémico de la infeccion por ameba en

esta comunidad.

En Venezuela, debido a la elevada prevalencia de casos de diarreas en
diferentes estados del pais, y a que de estos casos, un nuamero importante de
infecciones por el género Entamoeba son reportadas en el estado Anzoategui, se hace
necesario la aplicacion de métodos mds apropiados, sensibles y especificos que
permitan la deteccion y diferenciacion de las especies de este género, que faciliten la
aplicacion de tratamientos oportunos y precisos en los casos de las infecciones por E.
histolytica, por ser esta la unica especie reportada como patogena del género. En este
sentido, los métodos moleculares como la PCR ha demostrado tener mayor

sensibilidad de deteccion, cuando son comparados con otras técnicas de diagnostico
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de amibiasis, contribuyendo no sélo al diagnostico de la especie de Entamoeba
implicada en un cuadro clinico, sino también a la evaluacion de la poblacion
asintomatica infectada, que tiene gran valor epidemioldgico por ser un reservorio para
la infeccion de las especies del género Entamoeba y contribuir a la diseminacion de
las mismas. Ademas, la PCR contribuye al conocimiento epidemiologico del numero
real de casos de infecciones por estas amibas y distribucion de las mismas en la
poblacion, lo que conduce a la aplicacion de planes terapéuticos y preventivos mas
acertados. En este sentido, esta investigacion pretendié detectar por nested PCR las
especies de E. histolytica, E. dispar y E.moshkonvskii en muestras fecales
provenientes de pacientes del Anexo Pediétrico del Hospital “Luis Razetti” de
Barcelona, estado Anzoategui y su relacion con sintomas clinicos, permitiendo
conocer sobre las especies de este género y su distribucion en esta area de estudio,
ademas de ofrecer un método alternativo para la confirmacion del diagndstico de
amibiasis intestinal, evitdndose el empleo innecesario de tratamientos o sobredosis

que conduzcan a la multidrogoresistencia en los pacientes con esta infeccion.
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METODOLOGIA

Poblacion de estudio

De todas las muestras fecales analizadas en el Laboratorio del Anexo
Pediatrico del Hospital “Luis Razetti” de Barcelona, estado Anzoategui durante el
periodo enero-agosto 2009, se muestrearon 150 de las mismas para esta
investigacion, las cuales eran provenientes de nifios de 0-10 afios y ambos sexos,
diagnosticadas en este centro asistencial coproparasitolégicamente positivas a
Entamoeba histolytica, empleando preparaciones humedas con solucidon salina
fisiologica al 0,85% y solucion de lugol. Adicionalmente se obtuvo la informacion
relacionada con cada una de las muestras a evaluar, como caracteristicas fisicas de
la muestra: aspecto, consistencia, color, olor, pH, presencia o ausencia de moco,
sangre y/o vermes adultos. Por otro lado, se recopilaron los datos referentes a los
signos y sintomas de los nifios al momento de la recoleccion de la muestra (fiebre,
diarrea, dolor abdominal, entre otros) y se anoto6 el reporte de todos los helmintos
y protozoarios intestinales identificados microscopicamente en cada una de las

muestras (Anexo III).

A cada uno de los representantes legales de los nifios que participaron en este
estudio, se les solicitd el consentimiento previa informacion sobre el objetivo del
mismo y su participaciéon en la investigacion, de acuerdo a los lineamientos de
Idanpadn-Heikkild (2001) para los trabajos de investigacion en humanos (Anexo IV).
Una vez que el representante autorizé la participacion en esta investigacion y que las
muestras fecales fueron procesadas coproparasitologicamente por los bioanalistas del
Laboratorio del Anexo Pediatrico del Hospital “Luis Razetti”, se procedio a la colecta
de las mismas, colocando aproximadamente Igr de la materia fecal en tubos
Eppendorf estériles de 1,5 ml que contenian 500 pl de solucidon amortiguadora fosfato

salino (PBS) 1X (cloruro de sodio (NaCl) 137 mmol/l; cloruro de potasio (KCl) 2,7
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mmol/l; disodio hidrégeno ortofosfato (Na2HPO4) 10 mmol/l; fosfato monopotasico
(KH2PO4) 2 mmol/l) manteniendo las mismas en cadena de frio durante su traslado
al Laboratorio de Genética Molecular del Instituto de Investigaciones en Biomedicina
y Ciencias Aplicadas Dra. “Susan Tai” de la Universidad de Oriente, (IIBCA-UDO)
Nucleo de Sucre, donde se almacenaron a -20°C hasta su posterior procesamiento

para el analisis molecular de las mismas.

Procesamiento de las muestras

Extraccion de ADN
La extraccion de ADN gendmico se le realiz6 a todas las 150 muestras fecales

evaluadas, utilizando el kit de extraccion de ADN Wizard Genomic® de Promega.

Se procedi6 a realizar el protocolo sugerido por el fabricante: se tomaron 200 pl
de las muestras fecales conservadas en PBS y se colocaron en otro tubo Eppendorf, se
centrifugaron a 14 000 g durante 3 min a 18°C y se descartd el sobrenadante. Se
colocd 400 pl de solucién lisante de nucleo y se procedid a mezclar por pipeteo el
sedimento. La cubierta de los quistes que pudieran estar presentes fue fracturada por
sonicacion, empleando un sonicador de alta intensidad (AutotoneUltrasonic) a
minima velocidad por 2 seg con tres repeticiones, manteniendo siempre la muestra en
hielo. Luego se agregé 10 pl de proteinasa K y se incub6 las muestras durante 2 horas
a 650C. Luego se dejo enfriar por 5 min a temperatura ambiente. Se afiadieron 200 ul
de solucién precipitante de proteinas y posteriormente se centrifugé a 14 000 g
durante 15 min a 40C. Se removi6 cuidadosamente el sobrenadante con el ADN
genomico y se traslado a tubos Eppendorf de 1,5 ml estériles que contenian 500 pl de
isopropanol a temperatura ambiente. Se mezclo la solucioén por inversion y se colocod
en hielo por 5 min. Se procedi6 a centrifugar a 14 000 g por 10 min a 40C. Se
descart6 cuidadosamente el sobrenadante y el ADN extraido quedd en el fondo del

tubo Eppendorf, formando un pequefio precipitado blanco. Posteriormente, se
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agregaron 500 pl de etanol al 70,00% y se mezcldé suavemente por inversion, se
centrifugd a 14 000 g por 5 min a 40C. Se descarto6 el sobrenadante y se dejo secar el
precipitado entre 20 y 30 min a temperatura ambiente. Finalmente, se adicionaron 50
ul de solucion rehidratante, y el ADN se almacend a -200C, hasta su posterior uso

para la PCR.

La calidad y cantidad de ADN genomico obtenido fue verificado por
electroforesis en gel de agarosa al 2,00% (Sistema de electroforesis en gel EC330
Minicell Primo), en solucion amortiguadora  Tris-dcido  bodrico-acido
Etilendiaminotetraacético (EDTA) a 80 V por 30 minutos, y luego se visualizaron en

un transluminador ultravioleta usando coloracion con bromuro de etidio (0,5 pg/ml).

Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Esta técnica consiste en tres procesos: la desnaturalizacion del ADN doble cadena,
hibridacion de los cebadores a la hebra molde del ADN en un blanco especifico y la
extension del cebador por sintesis del fragmento amplificado (Schnell y Mendoza, 1997).
Esta metodologia en su modalidad de nested PCR ha sido propuesta por el Centro
Internacional para la Investigacion de Enfermedades Diarreicas, de Dhaka, Bangladesh
(por su siglas en ingles ICDDR, B), asi como el Instituto Jawaharlal de Investigacion y
Educacion Médica postgraduado (de sus siglas en inglés JIPMER) de Puducherry, India
(WHO, 1997b; Ali et al., 2003; Parija y Khairnar, 2007) como método dptimo para la
deteccion y diferenciacion de E. histolytica, E. dispar y E. moshkovskii, usando como

blanco gendmico la secuencia de genes similares al ARNr 16S.

En la amplificacion por nested PCR o de doble ronda, se amplificéd primero un
fragmento especifico del género Entamoeba y posteriormente se amplifico el
fragmento especifico para las especies E. histolytica, E. dispar y E. moshkovskii
(Tablal). Para cada reaccién de PCR se emplearon muestras controles positivas de E.

histolytica, cepas: IULA: 0593:2 (NER), HK9 y MMM, donadas por el Instituto de
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Inmunologia de la Universidad de los Andes (ULA), Mérida, Venezuela; cepas de E.
dispar UDO402 (Mora, 2006). Ademas, se utilizd6 un control negativo de reaccion,

que solo contenia 1 pl de agua.

Para la primera reaccion de PCR, se utilizaron los oligonucledtidos E-1 y E-2 (Tabla

1), que amplifican un fragmento de 898 pb comun para todas las especies de Entamoeba.

Todas las reacciones de PCR se llevaron a cabo en un volumen total de 25,0 pl;
con 2,5 ul de buffer para PCR 10X, 1,5 pl de cloruro de magnesio (MgCI2) 25,0
mmol/l; 1,4 de la mezcla de deoxinucleétidos trifosfato (5,0 mmol/l de cada uno); 0,3
ul de GoTaq polimerasa de Promega (5 Ul/ul); 0,3 pul de cada oligonucleotido y 1,0
ul de ADN purificado (Parija y Khairnar, 2007).

Tabla 1. Secuencia de oligonucledtidos de los genes similares al ARNr 16S para el
género Entamoeba y las especies E. histolytica, E. dispar y E. moshkovskii.

Oligonucleotidos Secuencia 5°- 3’ Tamafio (pb)

Génoro Entamochy -] TAAGATGCACGAGAGCGAAA o8
enero Entamoeba ¢ 5 1A A AAGGGCAGGGACGTA

439
E histolvti EH-1 AAGCATTGTTTCTAGATCTGAG
- nistolytica EH-2 AAGAGGTCTAACCGAAATTAG
E disoar ED-1 TCTAATTTCGATTAGAACTCT 174
- disp ED-2 TCCCTACCTATTAGACATAGC
Mos-1 GAAACCAAGAGTTTCACAAC 553

E. moshkovskii Mos-2 CAATATAAGGCTTGGATGAT

Una alicuota de 1,0 pl del producto amplificado de la primera reaccion de PCR
fue utilizado como ADN molde para cada una de las tres reacciones especie-
especificas separadas (E. histolytica, E. dispar y E. moshkovskii), en las cuales se

emplearon los pares de oligonucleotidos especificos de especie (Tabla 1). Todas las
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muestras fueron corridas en un termociclador TECHNE (TC-512), utilizando el
siguiente programa de amplificacion: naturalizacion inicial de 96°C por 2 min,
seguido de 30 ciclos con los siguientes pasos: Desnaturalizacion a 92°C por 1 min,
apareamiento a 56°C por 1 min y extension a 72°C por 1,5 min. Finalmente un ciclo
de extension a 72°C por 7 min. La segunda amplificacion se realizo de la misma
manera a la descrita anteriormente, cambiando la temperatura de apareamiento por
48°C (Parija y Khairnar, 2007). Los productos amplificados fueron corridos por
electroforesis en gel de agarosa al 2,00% (Sistema de electroforesis en gel EC330
Minicell Primo), en solucién amortiguadora Tris-acido borico-EDTA (TBE) 1X a 80
V por 45 min, y luego se visualizaron en un transluminador ultravioleta usando
coloraciéon con bromuro de etidio (0,5 pg/ml); usando un marcador de masa

molecular de 100 pb de Axigen.

Analisis estadistico

La evaluacion de los resultados obtenidos fueron expresados en tablas y figuras. La
asociacion de las variables edad, sexo, sintomatologia y caracteristicas macroscopicas de
la materia fecal, con respecto a las especies de Entamoeba evaluadas en este estudio,
fueron asociadas a través de la prueba Chi-cuadrado (¥2) (Morales y Pino, 1995; Sokal y
Rohlf, 1996), utilizando el paquete estadistico SPSS version 11,5. Para establecer la
comparacion del diagnostico coproparasitologico, PCR y sintomatologia en los nifios
provenientes del Laboratorio del Anexo Pediatrico del Hospital “Luis Razetti”, las
muestras fueron agrupadas de acuerdo a los protozoarios y helmintos intestinales
diagnosticados en las mismas, quedando organizadas de la siguiente forma:

Grupo A: E. histolytica

Grupo B: E. histolytica, G. duodenalis y B. hominis

Grupo C: E. histolytica, E. coli y C. mesnili

Grupo D: E. histolytica, T. trichiura e H. nana
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RESULTADOS

De un total de 1 141 muestras fecales que fueron recibidas en el Laboratorio
del Anexo Pediatrico del Hospital “Luis Razetti” de Barcelona, estado Anzoategui,
se evaluaron para esta investigacion 150 muestras fecales de nifios con edades
comprendidas entre 0-10 afios, de ambos sexos, las cuales fueron diagnosticadas en
este centro asistencial como positivas a Entamoeba histolytica por analisis
coproparasitologico convencional, empleando preparaciones hiumedas con solucion
salina al 0,85% y solucion de lugol. De estas, un 79,30% (119/150) se identificaron
unicamente con formas quisticas y trofozoitos de E. histolytica (Figura 1), en el
19,30% (29/150) ademas de los quistes y trofozoitos de E. histolytica se observaron
formas evolutivas de otros protozoarios intestinales como Giardia duodenalis,
Blastocystis hominis, Entamoeba coli y Chilomastix mesnili y en el 1,40% (2/150) se
evidenciaron quistes de E. histolytica con huevos de helmintos intestinales como

Trichuris trichiura e Hymenolepis nana (Figura 1).
1,40%
E. histolytica

19,30%

E. histolytica y otros protozoarios

® E. histolytica y helmintos
79,30%

Figura 1. Frecuencia de infecciones por E. histolytica y otros protozoarios y
helmintos intestinales diagnosticados por estudio coproparasitoldgico de la materia
fecal en el Laboratorio del Anexo Pediatrico del Hospital “Luis Razetti”, Barcelona,

estado Anzoategui.
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Estos resultados de la figura 1 demuestran mayor predominio de infecciones
producidas por protozoarios intestinales en las muestras analizadas, en comparacioén
con la baja frecuencia de helmintiasis diagnosticadas. Sin embargo, hay que resaltar
que a estas muestras fecales no se les realizan métodos de concentracion como parte
del diagndstico clinico, lo que posiblemente disminuye la frecuencia de helmintos y
otros protozoarios intestinales en las muestras analizadas en el Laboratorio del

Anexo Pediatrico “Dr. Rafael Tobias Guevara”.

Por otro lado, al asociar estas muestras con respecto a la informacién
recolectada sobre la clinica presentada en cada uno de los nifios evaluados para el
momento de la toma de muestras, se encontr6 que el 98,70% (148/150) de las
mismas presentaron diversos signos y sintomas, entre los cuales se puede mencionar:
diarrea aguda 68,00% (102/150), sindrome febril 16,00% (24/150), dolor abdominal
12,70% (19/150), cuadro disentérico 2,00% (3/150) y el 1,30% (2/150) no presentd

sintomas gastrointestinales (Tabla 2).

Tabla 2. Frecuencia de los signos y sintomas presentes en los nifios infectados con
E. histolytica asociados a otros protozoarios y helmintos intestinales, provenientes del
Laboratorio del Anexo Pediatrico del Hospital “Luis Razetti”, Barcelona, estado
Anzodategui.

) E. histolytica, E. histolytica, E. histolytica,
Impresion E. histolytica ~ G. duodenalis E.coliy T.trichiura  Total
diagnostica B. hominis C. mesnili e H. nana
Diarrea aguda 80 12 8 2 102
Fiebre 19 3 2 0 24
Dolor abdominal 16 1 2 0 19
Disenteria 2 0 1 0 3
Asintomaticos 2 0 0 0 2
Total 119 16 13 2 150

Como se observa en la tabla 2 en 119 (79,30%) niflos sintomaticos y

asintomadticos se identifico E. histolytica como Unico parasito patégeno usando la
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microscopia convencional como método de diagndstico, mientras que solo en 12,00%
de las muestras (18/150) se reportd ésta amiba en muestras fecales acompafiada de
otros protozoarios y helmintos intestinales patdogenos al hombre y en 8,70% de las
muestras (13/150) estuvo E. histolytica causando infecciones con protozoarios

comensales como E. coli y C. mesnili (Tabla 2).

Independientemente del resultado coproparasitolégico, todas las 150 muestras
fecales evaluadas, fueron sometidas a extraccion de ADN gendmico directamente de
las muestras, empleando el estuche comercial Wizard® Genomic de Promega. Esta
técnica fue modificada, adicionando la sonicacion de las muestras con solucion
lisante de nucleos y proteinasa K. Bajo esta modificaciéon se logré mejorar
significativamente la obtencién de ADN gendmico, esto se puede evidenciar en los
pozos del 1 al 22 de la Figura 2, donde se representan algunas de las muestras
evaluadas, observando las bandas caracteristicas de alta masa molecular. Sin
embargo, en algunas muestras el ADN gendmico se presentd con varias bandas de
menor masa (pozos 3, 15, 17 y 19), lo cual es posiblemente indicativo de la presencia
de acidos nucleicos de origen bacteriano especificamente ARNr de bacterias, esto
evidentemente motivado a que se trabajé con la muestra fecal directamente y esta

contiene flora bacteriana acompanante, células del hospedero, entre otros.

2 L S e s e

Figura 2. ADN genoémico de muestras fecales de nifios provenientes del Laboratorio
del Anexo Pediatrico del Hospital “Luis Razetti”, Barcelona, estado Anzoategui.
Pozos 1-22 muestras evaluadas.
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El andlisis por nested PCR de las 150 muestras diagnosticadas positivas a
E. histolytica en el Laboratorio del Anexo Pediatrico del Hospital “Luis Razetti”, se
encontr6 que al amplificar la primera ronda correspondiente al género Entamoeba se
observo el amplificado de 898 pb en el control positivo empleado (cepa NER de
E. histolytica) en el pozo C+ (Figura 3), este mismo amplificado también fue observado
en pocas de las 150 muestras fecales evaluadas, como se observa en los pozos (12 y 13)
que representa 2 de las muestras fecales analizadas en este estudio (Figura 3), esto,

posiblemente debido a la baja carga parasitaria de las especies de Entamoeba.

SRR R s e e

Figura 3. Presencia de Entamoeba por nested PCR a partir de muestras fecales de
nifos provenientes del Laboratorio del Anexo Pediatrico del Hospital “Luis Razetti”
Barcelona, estado Anzoategui. M: marcador de masa molecular de 100 pb (Axigen).

C+: control positivo de E. histolytica 898 pb. C-: control negativo. Pozos 1-15
muestras evaluadas.

A pesar de ello, cuando se amplificaron todas las muestras para la segunda
ronda de los fragmentos especificos de especies, se observd que tanto el control
positivo a E. histolytica (C+: cepa NER) como el de E. dispar (cepa UDO) mostraron
el fragmento caracteristico de 439 pb (Figurad4) y 174 pb (Figura 5). Asi los
resultados de la nested PCR permitieron detectar un 28,00% (42/150) de las
muestras, con infecciones por especies de Entamoeba. De estas 42 muestras, a 29
(19,30%) se les identifico la especie patogena E. histolytica con un fragmento

caracteristico de 439 pb tal como se observa en las muestras corridas en los pozos 5,
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34, 35,45 y 50 del gel de agarosa (Figura 4), 6 infecciones (4,00%) fueron por E.
dispar con un fragmento especifico de 174 pb observados en las muestras de los
pozos 48, 60 y 74 de la Figura 5, y 7 infecciones mixtas (4,70%) por E. histolytica/E.

dispar (E.h/E.d). No se observd amplificacion de especies en la reaccion para E.

moshkovskii en las muestras evaluadas.

Figura 4. Presencia de E. histolytica por nested PCR a partir de muestras fecales de
nifios provenientes del Laboratorio del Anexo Pediatrico del Hospital “Luis Razetti”
Barcelona, estado Anzoategui. M: marcador de masa molecular de 100 pb
(Axigen).C+: control positivo cepa NER de E. histolytica 439 pb. Pozos 1-74
muestras fecales evaluadas. C-: control negativo.

MC+1 2 3 456 7 8 910 11 12 13 14 15 16 17 18 M 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33

174 phb

M 38 30 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 S0 51 52 53 54 55 56 M 57 58 59 60 61 62 63 64 65 66 67 68 69 70 71 72 73 74 C-

Figura 5. Presencia de E. dispar por nested PCR a partir de muestras fecales de nifios
provenientes del Laboratorio del Anexo Pediatrico del Hospital “Luis Razetti”
Barcelona, estado Anzoategui. M: marcador de masa molecular de 100 pb (Axigen).
C+: control positivo cepa UDO de E. dispar 174 pb. Pozos 1-74 muestras fecales
evaluadas. C-: control negativo.
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El resumen de los resultados de la microscopia convencional y PCR se
muestran en la tabla 3 donde se observa la distribucion de especies detectadas por el
método molecular, asi como el elevado nimero de negativos de la PCR que fueron

detectadas positivas a E. histolytica por la microscopia.

Tabla 3. Resultados de microscopia y PCR de muestras fecales provenientes de nifios
del Laboratorio del Anexo Pediatrico del Hospital “Luis Razetti”, Barcelona, estado
Anzodategui.

Reaccion en Cadena de la Polimerasa

E. histolytica E. dispar E. histolytica/E. Negativas Total

Microscopia dispar

E. histolytica 29 6 7 108 150

Cuando se analizaron los resultados obtenidos por PCR con respecto a la
sintomatologia de los nifios y el diagndstico coproparasitologico (Tabla 4), se
observo que las infecciones por E. histolytica se presentaron principalmente en el
grupo A donde se habia identificado esta especie coproparasitolégicamente como
unico patdgeno 89,70% (26/29), mientras que las otras tres infecciones (10,30%)
de esta especie se detectaron en el grupo C donde se acompaiid con protozoarios

comensales.

La diarrea fue el sintoma mas comun de estas infecciones por E. histolytica
62,10% (18/29), seguido de dolor abdominal 20,70% (6/29) y fiebre en el 13,80% de
los ninos evaluados (4/29). De igual forma, las infecciones por E. dispar e
infecciones mixtas E.h/E.d fueron detectadas en el grupo A en un 100,00% (6/6) y
85,70% (6/7) respectivamente (Tabla 4), so6lo una infeccion por E. histolytica/E.
dispar se identifico en el grupo de los protozoarios comensales (grupo C). Los
sintomas mas frecuente en los nifios fue la diarrea 66,60% (4/6) y la fiebre en el
33,30% (2/6) para las infecciones por E. dispar. Estas observaciones muestran que

tanto E. histolytica como E. dispar se pueden identificar en el mismo grupo de
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individuos con sintomatologia intestinal. Por otro lado, hay que destacar el hecho de
que no se detectd la especie E. histolytica en los grupos B y D (Tabla 4) donde
coproparasitologicamente se habia identificado esta especie patdgena junto con
protozoarios y helmintos intestinales patégenos, esto permite evidenciar las fallas del
diagnostico coproparasitologico con SSF y lugol para la diferenciacion de las

especies del género Entamoeba.

Tabla 4. Comparacion del diagnostico coproparasitologico, PCR y sintomatologia en
los nifios provenientes del Laboratorio del Anexo Pediatrico del Hospital “Luis
Razetti” de Barcelona, estado Anzoategui.

Si A B C D

Intomas Eh Ed M |Eh Ed M |Eh Ed M |Eh Ed M
Diarrea aguda 17 4 4 10 0 0 1 0 I |0 0 0
Fiebre 2 1 0 0 0 1 0 0 |0 0 0
Dolor abdominal 5 0 1 0 0 0 1 0 0 |0 0 0
Disenteria 0 0 0 0 0 0 0 0 0 |0 0 0
Asintomaticos 1 0 0 0 0 0 0 0 0 |0 0 0
Total 26 6 6 |0 0 0 3 0 1 0 0 0

Estudio coproparasitologico: (A: E. histolytica; B: E. histolytica, G. duodenalis y B. hominis; C: E.
histolytica, E. coli y C. mesnili; D: E. histolytica, T. trichiura e H. nana). PCR: (Eh: Entamoeba
histolytica; Ed: Entamoeba dispar M: infeccion mixta por Eh/Ed).

Del total de 150 muestras fecales positivas a E. histolytica por diagnostico
coproparasitologico diagnosticas en el Laboratorio del Anexo Pediatrico del Hospital
“Luis Razetti”, 42 de las mismas fueron positivas por PCR y 108 negativas a todas las
especies de Entamoeba diagnosticadas en esta investigacion, lo cual permitio
determinar un sobrediagndstico de amibiasis del 72,00% (108/150) debido a que a
todos estos nifios se les reporto la especie patogena E. histolytica, esto evidencia la
necesidad de aplicacion de técnicas complementarias al diagnostico
coproparasitologico convencional para lograr diferenciacion de estas especies del
género Entamoeba, lo cual es de gran importancia para evitar la aplicacion de

tratamientos innecesarios.

23



Tabla 5. Caracteristicas macroscopicos de las materias fecales positivas por PCR en
los nifios provenientes del Laboratorio del Anexo Pediatrico del Hospital “Luis
Razetti” de Barcelona, estado Anzoategui.

Consistencia Moco Sangre
PCR Liquida Blanda Presente Ausente Presente Ausente
E. histolytica 10 19 28 1 17 12
E. dispar 3 3 6 0 3 3
E. histolytica/E. dispar 5 2 6 1 4 3
Negativos 47 61 0 0 0 0
Total 65 85 40 2 24 18

Tabla 6. Resumen del analisis estadistico de las caracteristicas macroscopicas de la
materia fecal, edad, sexo y sintomatologia gastrointestinal, con respecto a las especies
identificadas por PCR en las muestras de heces de nifios provenientes del Laboratorio
del Anexo Pediatrico del Hospital “Luis Razetti” de Barcelona, estado Anzoategui.

Especie Parametro Chi-cuadrado X° p
Sexo 0,068 0,794
Edad 1,071 0,586
Diarrea 1,033 0,309
Fiebre 0,000 1,000

E. histolytica Consistencia 0,054 0,973
Moco 0,220 0,639
Sangre 4,753 0,029*
Reaccion 1,397 0,237
Leucocitos 0,070 0,792
Hematies 0,130 0,718
Sexo 0,004 0,950
Edad 0,274 0,872
Diarrea 0,273 0,601
Fiebre 0,421 0,515

E. dispar Consistencia 2,410 0,300
Moco 1,358 0,244
Sangre 0,727 0,394
Reaccion 0,007 0,935
Leucocitos 1,125 0,289
Hematies 0,000 0,997

*Parametro significativo P < 0,05

Por otro lado, cuando se analizd la informacion obtenida del analisis

macroscopico de la materia fecal de las muestras positivas por PCR (Tabla 5), se
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encontrd que no hay un patrén caracteristico para cada especie con respecto a la
consistencia de las heces, ya que se encontraron distribuidas entre blandas y liquidas,
aunque las infecciones mixtas predominaron en muestras liquidas 71,40% (5/7). Del
mismo modo la presencia de sangre no fue exclusiva de la especie patégena, no
obstante ésta estuvo asociada estadisticamente con E. histolytica (X*= 4,753; P <
0,05) (Tabla 6), mientras que la presencia de moco en la materia fecal, se demostro en
la mayoria de las infecciones por E. histolytica, E. dispar e infecciones mixtas

E.h/E.d (Tabla 5).

25



DISCUSION

En este estudio se determin6 que la frecuencia de Entamoeba histolytica fue del
13,15% usando diagndstico coproparasitologico de muestras fecales de nifios de 0-10
afios de edad que asistieron al Laboratorio del Anexo Pediatrico del Hospital “Luis
Razetti” de Barcelona, estado Anzoategui. Al respecto, la distribucion mundial y la
magnitud de las infecciones por E. histolytica, E. dispar y E. moshkovskii no es
conocida, ya que la mayoria de los diagndsticos de estas especies se siguen basando
en la observacion microscopica que no permite diferenciarlas. Los datos actuales
sugieren que E. dispar es 10 veces mas comun que E. histolytica en el mundo pero
que las prevalencias locales pueden variar en forma significativa (Huston y Petri,

1999).

En general, las infecciones producidas por protozoarios intestinales
predominaron en la poblacién de nifios evaluada, en donde el 19,30% de las
infecciones por E. histolytica se acompafiaron de otros protozoarios intestinales como
Giardia duodenalis, Blastocystis hominis, Entamoeba coli y Chilomastix mesnili y el
1,40% eran coinfecciones con huevos de helmintos intestinales como Trichuris
trichiura e Hymenolepis nana. Al respecto a las parasitosis intestinales, autores como
Ouattara et al. (2008) senalan que el poliparasitismo por protozoarios intestinales es
muy frecuente (80,20%) en grupos de 6-16 afios, siendo las especies mas frecuentes,
Endolimax nana, Entamoeba coli, Giardia duodenalis y el complejo E. histolytica/E.
dispar con un 11,30%, confirmando esto la presencia y amplitud de estos
microorganismos y concluyendo que la comprension de la distribucion de los mismos
en areas de transmision de protozoarios patdégenos, puede ayudar al desarrollo de

programas de control de enfermedades, combinando las terapias con prevencion.

Respecto a la prevalencia de E. histolytica en Venezuela, se reporta gran
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variacion en diferentes zonas de estudio. En el estado Trujillo, Miller et al. (2003)
reportan por diagnostico coproparasitologico 4,00% del complejo E. histolytica/E.
dispar, mientras que en el estado Zulia, usando microscopia convencional reportd una
prevalencia del 21,90% en una poblacion de nifos de 0-14 afios de la Etnia Yukpa
(Diaz et al., 2006), en cambio Rivero et al. (2009) usando PCR obtiene prevalencia de
10,78% en el Zulia en comparacion con la microscopia que revelo un 20,58% del
complejo E. histolytica/E. dispar, no encontrandose diferencias significativas con la
edad y el sexo. Sin embargo, en el estado Bolivar, Devera (1998) reporta ausencia de
éste protozoario intestinal, mientras que Mora et al. (2008), por su parte, reportd en
individuos con sintomas gastrointestinales de Cumand, estado Sucre, una frecuencia
de 5,40% para E. histolytica y 3,50% E. dispar, empleando para ello PCR. De
acuerdo a estos reportes realizados en los estados Bolivar y Sucre respectivamente,
permiten inferir que en la poblacion infantil evaluada de Barcelona, estado
Anzodategui la transmision de la especie patdgena E. histolytica es superior, lo cual
queda demostrado coproparasitologicamente con un 13,15% y por PCR de 42

infecciones por Entamoeba el 19,30% correspondieron a esta especie.

En este sentido, Tasawar et al. (2010) determinaron un 21,69% (295 muestras)
para esta especie de un total de 1 360 heces; sin embargo cuando relacionaron la edad
con las infecciones por E. histolytica, encontraron que la prevalencia aumentaba en
grupo de 1 a 15 afios (30,82%) en comparacion con un 17,34% en los individuos de
31 a 45 afios de edad, siendo esta diferencia estadisticamente significativa. Sin
embargo, otros autores como Parija y Khairnar (2007) reportan mayor prevalencia de
E. dispar (8,80%) en comparaciéon con la encontrada para E. moshkovskii y E.
histolytica (2,20% y 1,70% respectivamente), sefialando que el 81,00% de las

infecciones sospechosas a E. histolytica son mal diagnosticadas.

Por otro lado, la informacion recolectada sobre la clinica presentada en cada

uno de los nifios evaluados para el momento de la toma de muestras, demostro que el
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98,70% de las infecciones por E. histolytica reportadas coproparasitolégicamente
presentaron diversos sintomas (diarrea aguda 68,00%, sindrome febril 16,00%, dolor
abdominal 12,70%, cuadro disentérico 2,00%) solo 1,30% no presentd sintomas
gastrointestinales, lo cual puede ser posible debido a que los factores que determinan
la virulencia de E. histolytica continian siendo un enigma, porque las variables
dependientes del parasito y del hospedador que contribuyen al desarrollo de la
enfermedad no estan claras; probablemente exista una interaccidon compleja entre la
genética, inmunidad, nutricion y flora intestinal del hospedador y los rasgos genéticos
del parasito. Una posibilidad es que el genotipo de la amiba determine su
patogenicidad, esto por el hecho de que ciertos grupos de individuos infectados
desarrollan la amibiasis extraintestinal sin mostrar aparentemente sintomas
intestinales (Stanley et al., 1990; Clark y Diamond, 1993; Ghosh et al., 2000; Ayech-
Kumi et al., 2001; Zaki y Clark, 2001),

Otro punto importante de este estudio es la evidencia de un sobrediagnostico de
la especie patogena del 72,00% debido a que a los 150 niflos evaluados solo se les
reportd coproparasitolégicamente la especie E. histolytica, esta sobreestimacion
quedd demostrado al analizar, por nested PCR, las muestras diagnosticadas del
Laboratorio del Anexo Pediatrico del Hospital “Luis Razetti” donde solo el 28,00%
(42/150) de las muestras fueron positivas a Entamoeba, de las cuales el 19,30% se les
identifico E. histolytica con un fragmento de 439 pb, 6 infecciones (4,00%) fueron
por E. dispar con un fragmento especifico de 174 pb y 7 (4,70%) fueron infecciones
mixtas por ambas especies. Ademas la PCR no detecto la especie E. histolytica en los
grupos de nifos donde coproparasitologicamente se habia identificado esta especie
patdgena junto con protozoarios y helmintos intestinales patdgenos, lo que permite
inferir que posiblemente se estan identificando otras estructuras como leucocitos
polimorfonucleares, siendo esto influenciado por la falta de experiencia del personal
del Laboratorio que realiza el diagnostico coproparasitologico para la diferenciacion

de especies de Entamoeba.
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Hay que sefialar las fallas en el reporte del diagnostico realizado en este centro
asistencial evaluado, debido a que actualmente cuando la especiacion es imposible, se
recomienda reportar: "E. histolytica/E. dispar/E. moshkovskii" para describir la
presencia de especies con morfologia idénticas vistas en el examen de heces, en estos
casos se recomienda el uso de nuevas tecnologias para esclarecer la verdadera
epidemiologia y la patogenia de Entamoeba spp., incluyendo la menos estudiada E.

moshkovskii (Pritt y Clark, 2008).

Las posibles explicaciones del sobrediagndstico encontrado en este estudio,
empleando la microscopia convencional son variadas, empezando que este método es
el menos confiable para identificar estas especies de Entamoeba en comparacion con
los cultivos o las pruebas de deteccion antigénica (Krogstad et al., 1978; Haque et al.,
1995; Huston et al., 1999). Esto debido a la baja sensibilidad de la microscopia
(60,00%) generando falsos resultados debidos a errores de identificacion de los
macrofagos como trofozoitos, y polimorfonucleares (PMN) como quistes
(especialmente cuando los l6bulos del nucleo de los PMN se rompen), y provoca
confusion con especies de amibas (Gonzalez-Ruiz et al., 1994; Haque et al., 1995;

Haque et al., 1997; Haque et al.,1998b; Tanyuksel y Petri, 2003).

Los trofozoitos de Entamoeba degeneran rapidamente en muestras fecales no
fijadas (Proctor, 1991) y la refrigeracion no es recomendada, por lo que se sugiere el
uso de soluciones fijadoras (Schaudinn, mertiolato yodo formol, 5,00% o 10,00% de
formalina, entre otras) que eviten la degradacion de la morfologia del parésito, para
realizar métodos de concentracidon y coloraciones permanentes que permitan
visualizar la presencia de glébulos rojos en la citoplasma de la amiba, lo cual sigue
siendo considerado para el diagnostico de E. histolytica en pacientes con disenteria y
puede ser utilizado para distinguir entre E. histolytica y E. dispar, aunque los
trofozoitos hemat6fagos no estan presentes en la mayoria de los pacientes (Stracham

et al., 1988; Gonzalez-Ruiz et al., 1994,). Adicionalmente a las consideraciones
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anteriores, se recomienda que los examenes de la materia fecal para el diagnostico de
parésitos intestinales sean realizados con un minimo de 3 muestras de heces de no
mas de 10 dias, ya que estos organismos pueden ser excretados de forma intermitente
o pueden estar distribuidos de forma desigual en las heces. Esto mejora la deteccion

de los mismos entre un 85,00-95,00% (Liy Stanley, 1996).

De las 108 muestras diagnosticadas por microscopia convencional como
E. histolytica que fueron negativas por PCR pudieran también explicarse por el hecho
de que existen amibas intestinales similares morfologicamente a E. histolytica como
E. hartmanni y E. polecki, y aunque esta ultima es un parasito de cerdos y monos y no
es muy frecuente en el hombre; se ha reportado en Venezuela en § ocasiones en

humanos (Chacin, 1980; Chacin, 1983; Chacin, 1992; Chacin et al., 1998).

La mayoria de las encuestas realizadas en el mundo antes de 1955, no
reconocian E. hartmanni como una entidad separada (Burrows, 1957; Freedman y
Elsdon-Dew, 1958; Burrows, 1959; Goldman et al., 1960) y aun después de esa fecha
ha sido muy poco reportada en paises en vias de desarrollo. En Venezuela,
especificamente en el estado Zulia, E. hartmanni es cominmente reportada en la
region, de acuerdo a los estudios realizados desde 1976, usando técnicas de tincion y
concentracion (Chacin et al., 1976; Chacin y Bonpart, 1981; Chacin y Dikdan, 1981;
Chacin et al., 1982; Chacin et al., 1990b; Chacin et al., 1993; Chacin et al., 1998;
Chacin y Sanchez-Chavez, 2000), sefialando estos estudios que es posible que por su
pequefio tamafio no sea detectada a menudo en exdmenes de heces al fresco o en
material concentrado, o si se detectan los rasgos morfologicos pueden ser
indistinguibles de otras especies del género que dificultan el diagnéstico especifico.
El uso de una preparacion tefiida y un micrémetro ocular puede contribuir a eliminar

estas fuentes de error.

En cuanto a las caracteristicas macroscopicas de las heces, son de gran
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importancia a la hora de evaluar una muestra, para orientar la metodologia
diagnodstica, sin embargo, en esta investigacion cuando se analizé la informacion
obtenida del analisis macroscopico de la materia fecal de las muestras positivas por
PCR no se observd un patrén caracteristico para cada una de las especies de
Entamoeba, en relacion a la consistencia de las heces, del mismo modo, la presencia
de moco en la materia fecal, se demostrd en la mayoria de las infecciones por E.
histolytica, E. dispar e infecciones mixtas E.h/E.d. De igual forma, la presencia de
sangre no fue exclusiva de la especie patdgena, sin embargo, esta caracteristica
mostro estar asociada estadisticamente con la especie E. histolytica. Estos resultados
estan respaldados por diferentes trabajos de investigacion en donde se sefiala que a
pesar de que E. dispar es considerada una especie comensal, también se ha
identificado esta amiba en pacientes con sintomas gastrointestinales (Jetter et al.,
1997; Visser et al., 2006; Fotedar et al., 2007; Parija y Khairnar, 2007). En la
actualidad se sabe que el hematofagismo no es exclusivo de la amiba patdgena,
quedando demostrado que en algunos pacientes infectados con E. dispar también
contienen gloébulos rojos (Haque et al., 1995). Por otro lado, en estudios in vitro se ha
confirmado la capacidad de E. dispar para ingerir los globulos rojos (Trissl et al.,

1978).

Todas estas dificultades mencionadas anteriormente para la identificacion de
especies de Entamoeba es lo que ha permitido que los métodos y los enfoques
basados en la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) sean de eleccion para
estudios clinicos y epidemioldgicos en paises desarrollados (Zaki et al., 2002;
Calderaro et al.,, 2006; Hamzah et al., 2006; Haque y Petri, 2006) y han sido
fuertemente respaldados por la Organizacion Mundial de la Salud. Usando las
técnicas de biologia molecular, E. histolytica ha podido ser identificada en una
variedad de muestras clinicas, incluyendo heces, tejidos, abscesos hepaticos y

aspirado (Tanyuksel y Petri, 2003).
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Sin embargo, de acuerdo a la experiencia del Laboratorio de Genética
Molecular (LGM) del IIBCA-UDO con respecto a la extraccion de ADN gendémico a
partir de la materia fecal, se considera este paso fundamental para lograr aplicar
técnicas de biologia molecular amplificando una determinada secuencia blanco, por
ello en esta investigacion se realizd una modificacion del protocolo de extraccion ya
estandarizado en el LGM (Michelli, 2004; Mora, 2006; Rodriguez, 2009) con la
finalidad de mejorar los productos de PCR, observando que guardando las muestras
en PBS desde el momento de recoleccion de las muestras en el centro asistencial y la
aplicacion de sonicacion para la ruptura de las formas quisticas, mejord
significativamente la calidad y cantidad de ADN genomico obtenido, asi como la de
los productos amplificados. Estos resultados son respaldados por los de Pinar et al.
(2010) quienes evaluaron diferentes protocolos de extraccion para la aplicacion de
PCR en tiempo real para detectar E. histolytica, concluyendo que la sensibilidad de
los protocolos de extraccion de dacidos nucleicos afecta la sensibilidad de la

amplificacion de la PCR y por ello deben ser evaluados.

No obstante, la PCR amplificando secuencias de ARNr de la subunidad
pequefia 18s ha evidenciado ser el mejor blanco gendmico, por ser aproximadamente
100 veces mas sensible que los kits de ELISA disponibles para diagndstico
(Mirelman et al.,, 1997; Troll et al.,, 1997), permitiendo la diferenciaciéon E.
histolytica, E. dispar y E. moshkovskii en muestras fecales, tal como lo reporta
Nazemalhosseini et al. (2010), usando PCR para determinar prevalencia del complejo
E. histolytica/E. dispar/E. moshkovskii, en Teheran, Iran, donde analizaron 3 825
muestras fecales por microscopia, de las cuales 58 resultaron positivas al mismo, pero
la PCR permiti6 identificar mayor nimero de infecciones para la especie E. dispar 53
(91,37%), seguidas de 2 (3,45%) E. histolytica y E. moshkovskii, respectivamente, y
1 infeccion mixta E. dispar/E. moshkovskii (1,75%), concluyendo que la PCR es una

técnica alternativa para el diagnostico de rutina de la amibiasis.
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En el mismo orden de ideas, Hamzah et al. (2010) sefialan que la PCR es un
método rdpido y sensible para diferenciar las amibas E. histolytica, E. dispar y
E .moshkovskii en humanos, permitiendo detectar hasta 0,2 pg del ADN de
E. histolytica y hasta 2 pg del ADN de las otras dos especies respectivamente. Por
otro lado, la técnica de PCR no ha mostrado reactividad cruzada con el ADN de otras
especies de Entamoeba, Giardia duodenalis, Cryptosporidium sp., Escherichia coli, u
otros parasitos intestinales no patogenas (Liang et al., 2010). Esto también se
evidencia en este estudio realizado en el Hospital “Luis Razetti” del estado
Anzoategui, al procesar muestras con diferentes protozoarios y helmintos intestinales
patégenos y comensales del intestino humano, que se encontraron en coinfecciones
con E. histolytica. Por ello, y por la alta sensibilidad de la nested PCR y PCR en
tiempo real, Liang et al. (2010) concluyen que estos ensayos podrian simplificar el
procesamiento en el diagndstico de Laboratorio y facilitar las investigaciones

epidemioldgicas.

En diferentes regiones del mundo ha sido empleada la PCR en sus diferentes
variaciones como diagndstico de especies de Entamoeba, resaltindose en cada
investigacion las ventajas de esta técnica; citando el estudio de Ali et al. (2003) en
Bangladesh donde emplearon esta metodologia molecular en nifios escolares,
identificando mayor predominio de E. dispar, con 39 muestras positivas a esta especie
(35,80%), seguido de E. histolytica (15,60%), y con (21,10%) E. moshkovskii.
Mientras que en Sur africa, Samie et al. (2006), evaluando muestras de hospitales y
escuelas por PCR, reportan que E. histolytica se encontré en 37/197 (18,80%) y 1/47
(2,10%), y las infecciones por E. dispar fueron identificadas en 50/197 (25,30%) y
4/47 (8,50%), respectivamente, reportando ademas que E. histolytica estuvo
significativamente asociada a diarrea e inflamacion intestinal. Sin embargo, en Brasil,
Carneiro et al. (2007) al evaluar 127 muestras fecales por microscopia, 27 (21,00%)
presentaron el complejo E. histolytica/E. dispar, mientras que por multiplex PCR,

solo 11 fueron positivas, de éstas 9 fueron E. dispar y 2 E. histolytica. De las
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muestras negativas a la microscopia convencional, 3 fueron positivas a E. dispary 1 a
E. histolytica, destacando la baja sensibilidad de la microscopia convencional cuando

se utiliza como Unico método para la identificacion de estas especies.

En la actualidad, se cuenta con PCR en tiempo real el cual es un método
reciente y muy atractivo para el diagnostico de E. histolytica y E. dispar, ya que con
esta metodologia se consume menos tiempo porque se eliminan los analisis post-PCR
y se reducen los riesgo de resultados falsos positivos (Klein, 2002, Singh et al.,
2009), aunque representa todavia un procedimiento costoso. El advenimiento de las
técnicas moleculares mas rapidas y menos costosas con la Lamp PCR (Liang et al.,
2009) ha representado un gran avance en el diagnostico clinico de la amibiasis,
porque es una técnica molecular para ser desarrollada en el campo porque no requiere
de termociclador ni de electroforesis, ademds de ser una técnica en la que se pueden

dar resultados en dos o tres horas aproximadamente.

Los resultados de este estudio permiten concluir que el diagnostico de las
especies de Entamoeba por métodos convencionales requiere la aplicacion de dos o
tres técnicas que permitan dar un acercamiento de la especie implicada en el cuadro
clinico, lo cual debe ser realizado por personal calificado y capacitado para ello.
Ademas se requiere la aplicacion de técnicas moleculares complementarias a los
métodos convencionales que permita la identificacion correcta de especies con alta
sensibilidad, lo que contribuird a un mejor manejo terapéutico de infecciones e
incrementaria el conocimiento en la biologia, diagndstico y epidemiologia de las
especies de Entamoeba en las diferentes regiones de Venezuela donde se reporte

transmision de las mismas.
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CONCLUSIONES

Se determin6 un elevado sobrediagnostico de la especie patogena en los nifios

evaluados, usando la microscopia convencional como método de diagndstico.

La PCR mostr6 ser un método de diagnostico Optimo, ya que permitio
diferenciar las especies E. dispar y E. histolytica, asi como descartar la presencia de
E. moshkovskii, en las muestras fecales evaluadas en el Laboratorio del Anexo

Pediatrico del Hospital “Luis Razetti” de Barcelona, estado Anzoategui.

Se evidencio6 que las infecciones por E. histolytica y E. dispar pueden ocurrir en

el mismo grupo de nifios sintomaticos, siendo la diarrea el sintoma mas frecuente.

La presencia de sangre en las heces mostrd asociacion estadisticamente

significativa con las infecciones por la amiba patdgena E. histolytica.
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ANEXO |

CARACTERISTICAS DE TROFOZOITOS Y QUISTES DE ESPECIES DE Entamoeba QUE CAUSAN COMUNMENTE
INFECCIONES INTESTINALES EN HUMANQOS

CARACTERISTICAS

E. histolytica/ E. dispar/ E.
moshkovskii

E. hartmanni

E. coli

E. polecki

PREPARACIONES

15-20 pm, 1 ntcleo (observacion
dificil en preparaciones no coloreadas)
moviles y pseudépodos en forma de
dedo.

8-10 um, 1 nucleo (observacion
dificil en preparaciones no
coloreadas), el movimiento es no
progresivo.

20-25 pm, 1 nticleo a menudo
visible, pseudopodos lentos,
cortos.

15-20 pm, 1 ntcleo de vez
en cuando visible en preparacio-
nes hiimedas, inactivos.

10-15 pm, quistes maduros con 4
nucleos, quistes inmaduros de 1 a 2
nucleos, las caracteristicas nucleares

son dificiles de observar en preparacio-
nes himedas.

6-8 um, quiste maduro con 4
nucleos; quistes inmaduros tienen 1
a 2 nucleos, quistes con 2 nticleos
son muy comunes.

15-25 pm, los quistes maduros
tienen 8 nucleos, ocasionalmente
pueden tener 16 o mas nucleos.

10-15 pm, quiste maduro presenta
1 nicleo, muy rara vez de 2 a 4
nucleos.

PREPARACIONES COLOREADAS:

Cromatina periférica, puede tener
apariencia de perlas. Cariosoma
pequefio, compacto y centralmente
localizado, pero puede ser excéntrico. El
citoplasma es fino, granular y puede
contener bacterias; la presencia de
globulos rojos (GR) es diagnoéstico de
E. histolytica, aunque algunas cepas de
E. dispar pueden muy ocasionalmente
contener GR.

El nucleo puede colorearse mas
manchado que E. histolytica, la
cromatina puede aparecer como un
anillo solido mas bien como perlas.
Cariosoma pequefio y
compacto; centralmente localizado
o excéntrico. Citoplasma finamente
granular puede contener bacterias
pero no fagocita GR.

Cromatina aglomerada y
desigualmente
arreglada, aparecen como anillos
solidos sin perlas. Cariosoma
largo, no compacto, puede o no
ser excéntrico, puede ser difuso o
manchado. Citoplasma granular
con diferenciacion entre
citoplasma y endoplasma.
Bacterias, levaduras y otros
detritus pueden estar presentes.

Cromatina finamente granular,
también puede ser aglomerada en
uno o ambos bordes de
membrana. Cariosoma pequefio y
localizado en posicion central.
Citoplasma finamente granular y
pueden contener bacterias
ingeridas.

TROFOZOITOS
(Tamafio, nucleo
Z,;’ y movimiento)
a
L
> QUISTES
2 T ~
T (Tamafio y
nucleo)
S i
< TROFOZOITOS
=
2
<
S s
<<
oz
.
e
3
= @)
% QUISTES
&

Cromatina periférica con granulos
finos y uniformemente distribuidos.
El cariosoma es pequefio compacto,

localizado en posicion central pero
ocasionalmente es excéntrico. En el

citoplasma pueden estar presentes
cuerpos cromatoidales con extremos
redondeados. La cromatina puede ser
difusa en el quiste maduro, y masa de
cromatina aglomerada, puede estar
presente en quistes inmaduros.

Granulos de cromatina distribuidos
uniformemente (caracteristicas
nucleares dificiles de observar).
Cariosoma pequefio, compacto y

generalmente en posicion central.
Usualmente en el citoplasma
presenta cuerpos cromatoidales. La
cromatina puede o no puede estar
presente.

Cromatina toscamente granular,
puede estar aglomerada y
arreglada sin uniformidad.

Cariosoma largo, excéntrico,
puede estar en posicion central.
En el citoplasma pueden estar
presentes pero menos frecuentes
que en E. histolytica los cuerpos
cromatoides pero con extremos
puntiagudos, pueden ser difusos o
ausentes en quistes maduros, en
estos se ven aglomerados.

Cromatina finamente granular.
Cariosoma pequefio y usualmente
localizado en posicion central. En
el citoplasma abundantes cuerpos

cromatoidales con extremos
angulares puntiagudos. La mitad
de los quistes contienen
inclusiones esféricas u ovoidales
en masa.

Tomado de: Garcia y Bruckner, 1997; Haque et al., 1998; Tanyuksel y Petri, 2003.
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~ ANEXOII ,
QUISTES Y TROFOZOITOS DE ESPECIES DEL GENERO Entamoeba

Especies Quistes Trofozoitos

E. histolytica/
E.dispar / E.
mashkovskii

E. coli

E. hartmanni

Tomado de: Garcia y Bruckner, 1997; Haque et al., 1998; Tanyuksel y Petri, 2003.
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ANEXO Il
DATOS PERSONALES Y DIAGNOSTICO COPROPARASITOLOGICO

Numero de Muestra:

Nombres:

Edad: meses/anos

Sintomas:

Apellidos:

Fecha:

/

/

Sexo:o F

oM

Diagnostico coproparasitologico
Examen fisico

Color Aspecto

Reaccion

Olor Consistencia

Sangre Otros

Moco

Examen microscopico

Helmintos

Protozoarios

Otros
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ANEXO IV '
CONSENTIMIENTO PREVIA INFORMACION (CPI)

El género Entamoeba comprende un conjunto de especies parasitos del
intestino humano: Entamoeba coli, Entamoeba dispar, Entamoeba moshkovskii,
Entamoeba polecki, Entamoeba hartmanni y Entamoeba histolytica, siendo esta
ultima la especie implicada en cuadros patologicos en humanos. Aunque diversos
estudios reportan la presencia de E. dispar y E.moshkovskii en pacientes con
sintomas gastrointestinales, no existe hasta el momento evidencias definitivas que
demuestren que estas dos especies causan sintomatologia gastrointestinal en el
hombre. Mientras que la especie E. histolytica es el agente causal de la amibiasis
intestinal y es considerada mundialmente como uno de los parésitos principales que
causa mortalidad en humanos. Por ello, nos planteamos como objetivo “Detectar por
nested PCR las especies de E. histolytica, E. dispar y E. moshkovskii en muestras
fecales provenientes de pacientes del Laboratorio del anexo pediatrico del “Hospital
Luis Razetti” de Barcelona, estado Anzodtegui y su relacion con sintomas clinicos”.
Este es un estudio de diagndstico, el cual se realiza por medio del andlisis de
muestras de heces para detectar e identificar la presencia de quistes y/o trofozoitos
del género Entamoeba por microscopia convencional y diagndstico molecular por el
método de PCR. La presente investigacion se llevara a cabo bajo la responsabilidad
de investigadores del Laboratorio de Genética Molecular del Instituto de
Investigaciones en Biomedicina y Ciencias Aplicadas de la Universidad de Oriente.
El uso de las muestras y datos aqui obtenidos son de uso exclusivo para
investigacion. Los datos de los participantes seran mantenidos anonimos y la
informacion recogida no podré ser utilizada en perjuicio de los participantes.

Yo portador de la C.I: doy fe de

conocer sobre el estudio y autorizo a los responsables del presente estudio a utilizar

mis datos y muestras de heces.

Firma del Participante:

Firma del Investigador responsable:
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En esta investigacion se planteé detectar por nested PCR las especies de Entamoeba
histolytica, Entamoeba dispar y Entamoeba moshkovskii en muestras fecales provenientes de
pacientes del Anexo Pediatrico del Hospital “Dr. Luis Razetti” de Barcelona, estado
Anzoategui y su relacion con sintomas clinicos. Para ello, de un total de 1 141 muestras de
heces analizadas en dicho Laboratorio durante enero-agosto 2009, se muestrearon 150 heces
de nifios de 0-10 afios y ambos sexos, diagnosticados coproparasitologicamente positivos a
E. histolytica. Adicionalmente se obtuvo informaciéon de las caracteristicas fisicas de las
muestras, signos y sintomas al momento del muestreo y el reporte de todos los helmintos y
protozoarios intestinales identificados microscopicamente en cada una de las muestras
evaluadas. Estas fueron colocadas en amortiguador fosfato salino (PBS) hasta su posterior
procesamiento. A todas las 150 muestras se les realizd extraccion de ADN gendmico
empleando el kit de extraccion de ADN Wizard Genomic® de Promega y se aplico la nested
PCR amplificando la secuencia de ARNr 16S para detectar el género Entamoeba (898 pb) e
identificar las especies E. histolytica, E. dispar y E. moshkovskii con fragmentos de 439 pb,
174 pb y 553 pb, respectivamente. La asociacion de las variables edad, sexo, sintomatologia
y caracteristicas macroscopicas de las heces, con respecto a las especies de Entamoeba
identificadas, fueron asociadas a través de la prueba Chi-cuadrado, utilizando el paquete
estadistico SPSS version 11,5. Los resultados demostraron una frecuencia de diagnostico de
E. histolytica del 13,15% en el centro asistencial evaluado (150/1 141), de las heces positivas
a E. histolytica el 79,30% de las mismas presento esta especie como Unico patogeno, 19,30%
de los casos de E. histolytica estaban coinfectados con otros protozoarios como Giardia
duodenalis, Blastocystis hominis, Entamoeba coli y Chilomastix mesnili y el 1,40% estuvo
acompaiiada con helmintos intestinales como Trichuris trichiura e Hymenolepis nana. Sin
embargo, cuando estas muestras positivas se analizaron por nested PCR se demostrd que
solo el 28,00% (42/150) de las mismas presentaron infecciones por Entamoeba,
evidencidndose elevado sobrediagndstico de E. histolytica (72,00%) en la poblacion infantil
evaluada. Ademas, el método molecular permitio diferenciar 29 infecciones por E.
histolytica (19,30%), 6 (4,00%) por E. dispar, y 7 (4,70%) infecciones mixtas E.
histolytica/E. dispar. No se observo amplificacion de la especie E. moshkovskii en las
muestras evaluadas. Por otro lado, segin los signos y sintomas de los nifios evaluados, la
diarrea fue el mas comun de estas infecciones, seguido de dolor abdominal y fiebre; sin
embargo, tanto E. histolytica como E. dispar fueron identificadas en los mismos grupos de
individuos sintomaticos. De igual forma, las caracteristicas macroscopicas de las heces no
mostrd un patron caracteristico de especies y a pesar de que la presencia de sangre demostro
una asociacion estadisticamente significativa con E. histolytica, en algunas infecciones por
E. dispar también se reportd presencia de sangre en la materia fecal. En conclusion, la
técnica de PCR evidencio ser mas 1til en la deteccion e identificacion de las especies del
género Entamoeba, demostrando que el diagnostico coproparasitologico genera
sobrediagnostico de la especie patogena E. histolytica, la cual esta asociada estadisticamente
a la presencia de sangre en las heces.
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