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RESUMEN

La redescripcion de E. histolytica como especie patogena, causante de la amibiasis
con respecto a E. dispar, reconociéndola como especie comensal, ha cambiado
claramente la vision en el enfoque del cuadro clinico, el diagnostico y el tratamiento
de estas infecciones. En Venezuela, el diagnostico de laboratorio se realiza a través
del examen coproparasitologico de la materia fecal por observacion microscopica,
dado que son dos especies morfolégicamente indistinguibles, esto conduce a la
aplicacion de tratamientos erroneos que conducen a los individuos a infecciones mas
severas y complicaciones secundarias. En este sentido, el objetivo de la presente
investigacion consistid en evaluar la frecuencia de E. histolytica y E. dispar en
individuos sintomaticos y asintomdticos por métodos convencionales y moleculares
provenientes de diferentes centros de salud de la ciudad de Cumand, estado Sucre.
Para ello se analizaron 317 muestras fecales de individuos sintomaticos y
asintomaticos de ambos sexos y diferentes grupos etarios, aplicando consentimiento
informado y una encuesta clinica a cada individuo. Se analizaron por métodos
coproparasitoldgicos: examen directo solucion salina fisiologica al 0,85%, lugol,
Quensel y coloracion tricomica. El diagnéstico molecular se realizé a partir de la
materia fecal utilizando el kit Wizard Genomic® de Promega, amplificando por
Nested- multiplex PCR la subunidad pequefia de ARN 16S. En la poblacioén evaluada
se registrd6 un 62,14% de infecciones por protozoarios y helmintos intestinales a
través del método directo, donde Blastocystis hominis (47,00%) fue el mas frecuente,
seguido de Giardia duodenalis (9,15%) y el complejo E. histolytica/E. dispar
(6,94%). El diagnostico de este ultimo varid dependiendo del método empleado,
observando que de 22 casos detectados por el examen directo, solo 10 (3,15%) se
identificaron con la coloracién tricrémica. Al realizar deteccion e identificacion de
estas especies por PCR se encontraron 4 casos sintomaticos de E. histolytica (1,26%)
y 3 de E. dispar (0,95%), estos ultimos distribuidos en individuos sintomaticos (2) y
asintomaticos (1). Las variables clinicas: moco, nauseas, dolor abdominal y vémitos
se encontraron asociadas significativamente a la presencia del complejo E.
histolytica/E. dispar. Por otro lado, este complejo mostrd asociacion significativa con
la presencia de Blastocystis hominis. En conclusion, la técnica de PCR demostrd ser
util en la diferenciacion de estas dos especies, ademas de evidenciar infecciones por
E. dispar en individuos tanto sintomaticos como asintomaticos.



INTRODUCCION

El término amibiasis incluye todos los casos humanos de infeccion por
Entamoeba histolytica, entendiéndose como infeccion la simple interaccion
hospedero-pardsito y no necesariamente la presencia de alteraciones patoldgicas

(Sepulveda y Tremifio, 1989).

Entamoeba histolytica fue descubierta por Losch en 1875 (citado por Reyes y
Leon, 2002) en las heces disentéricas de un campesino, reproduciendo la infeccion
del individuo en perros, evidenciando relacion causa-efecto entre la presencia del
microorganismo, las alteraciones anatomopatoldgicas y las manifestaciones clinicas
de la disenteria. Mas tarde Quincke y Roos (1893) descubren la forma quistica de la
amiba y su papel en la diseminacion de la infeccion; y no es sino hasta 1925 cuando
Emile Brump basiandose en observaciones clinicas, epidemioldgicas y en estudios
experimentales en gatos, sefial6 la existencia de E. histolytica como un complejo de
dos especies a las que denomindé Entamoeba dysenteriae, causante de la infeccion
sintomatica y Entamoeba dispar encontrada en personas sanas (Brump, 1925; Chacin,
2001; Reyes y Leon, 2002).

En 1978, luego de varios afos de investigacion, Sargeaunt y Williams lograron
por primera vez, diferenciar por medio de estudios electroforéticos de isoenzimas,
cepas de E. histolytica aisladas de pacientes con manifestaciones clinicas de amibiasis
y portadores asintomaticos, confirmandose que E. histolytica esta constituida por
cepas patogenas y no patogenas. De esta manera se describieron diferentes
zimodemos de E. histolytica, definiéndose zimodemos como poblaciones de amebas
que difieren entre si en la movilidad electroforética de ciertas enzimas. Asi, se
estableci6 un marcador de patogenicidad dado por la presencia de banda B en

ausencia de banda o en la enzima fosfoglucomutasa. Se han descrito 24 patrones de



zimodemos a partir de 6 000 cepas de E. histolytica, aislados de diferentes partes del
mundo durante un periodo de 10 afios, de los cuales se describieron 12 patdégenos y
12 no patodgenos al correlacionar la presentacion clinica, el analisis de zimodemos y
la serologia (Sargeaunt y cols., 1984; Sargeaunt y cols., 1985; Sargeaunt y cols.,

1987; Nozaki y cols., 1990).

Por su parte, Petri y cols. (1987) lograron demostrar, mediante electroforesis
con un grupo de sueros inmunes humanos, que la proteina de 170 kDa con mayor
antigenicidad correspondia a la GAL/Gal Lectina. Braga y cols. (1992) demostraron
la similitud entre la lectina de adherencia y la proteina CD59 de las células
sanguineas, por lo que E. histolytica evade la lisis inducida por complemento. Luego,
estudios con técnicas de inmunofluorescencia con anticuerpos monoclonales
demostraron la diferencia de los antigenos de superficie entre las dos especies (Petri y
cols., 1990; Haque y cols., 1993). Tannich y cols. (1989) identificaron las diferencias
genéticas entre las cepas patdogenas y no patdgenas. Este conjunto de trabajos sobre
aspectos funcionales, bioquimicos, inmunolégicos y genéticos de aislamientos de
amibas procedentes de individuos con o sin manifestaciones clinicas, contribuyeron a
la acumulacion de pruebas definitivas a favor de la existencia de dos especies,
redescubriendo formalmente a E. histolytica separandola de E. dispar (Sargeaunt y
cols., 1978; Strachan y cols., 1988; Tannich y cols., 1989; Diamond y Clark, 1993;
Pinilla y cols., 2008).

Entamoeba histolytica y Entamoeba dispar constituyen un grupo de protozoos
pertenecientes al phylum Sarcomastigophora, subphylum Sarcodina, superclase
Rhizopoda, clase Lobosea, orden Amoebida, familia Endamoebidae, género
Entamoeba, especie E. histolytica y E. dispar (Chester y cols., 1992). Sin embargo, el
género Entamoeba comprende un grupo de especies en las cuales seis de ellas pueden
encontrarse en el intestino del hombre (Entamoeba histolytica, Entamoeba dispar,

Entamoeba moshkovskii, Entamoeba polecki, Entamoeba coli y Entamoeba



hartmanni). De estas solo E. histolytica es patdogena y causa la amibiasis intestinal,

enfermedad que se presenta en un 10% de la poblacién mundial (Fonte, 2000).

En cuanto a su morfologia estas amibas son microorganismos de aparente
simplicidad estructural, su ciclo vital presenta dos formas evolutivas: trofozoitos y
quistes. Los trofozoitos miden de 10-50 um de didmetro, presentan pleomorfismo y
tallas variadas de acuerdo a la actividad del parasito, hallando trofozoitos mas
pleomorficos y de mayor talla en heces disentéricas en comparacion a los encontrados
en heces no disentéricas. Ademas, presentan citoplasma diferenciado en ectoplasma y
endoplasma muy vacuolado donde se destaca un nucleo con cromatina distribuida por
la parte interna de la membrana nuclear, cariosoma central, pequeiio y compacto, éste
es afectado por cambios de temperatura, pH y de osmolaridad; la presencia de
eritrocitos entre los elementos fagocitados es caracteristica de E. histolytica. Los
quistes miden de 10-18 um de didmetro, poseen de uno a cuatro nucleos esféricos,
con cariosoma central, son resistentes a condiciones ambientales adversas y pueden
permanecer viables en la materia fecal o expuestos al medio ambiente hasta ocho dias
a temperaturas de 28 a 34°C o hasta por un mes a 10°C. Los individuos infectados

pueden excretar hasta 45 000 000 de quistes al dia (Cabrera, 1999).

La infeccion por E. histolytica y/o E. dispar es adquirida por la ingestion de
agua o alimentos contaminados con quistes tetranucleados, los cuales resisten el pH
acido del estomago del hospedero, ocurriendo el desenquistamiento en el intestino
delgado, 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. Estos
trofozoitos llegan al intestino grueso en donde se alimentan de bacterias y otras
células en contacto con su superficie, aumentando de tamafio y alcanzando las
dimensiones definitivas de los trofozoitos maduros de la especie. En el intestino

grueso los trofozoitos amibianos continian multiplicdndose por division binaria y en



el caso de E. histolytica en ciertas circunstancias pueden invadir la pared de esta
viscera e incluso, hacer migraciones a 6rganos y tejidos distantes. Sin embargo, los
trofozoitos de E. histolytica y/o E. dispar en condiciones adversas eliminan sus
vacuolas alimenticias, condensdndose en una masa esférica que viene a ser el
prequiste. Posteriormente, esta célula se cubre de pared protectora y se convierte en
un quiste inmaduro que s6lo posee un nucleo. Dos divisiones nucleares sucesivas
originan finalmente el quiste tetranucleado (Pumarola y cols., 1991; Rashidul y cols.,

2005).

El estado de portador asintomdtico es un cuadro clinico frecuente, estos
individuos aunque estan infectados por E. histolytica permanecen libres de sintomas y
en estos casos la infeccion se encuentra limitada exclusivamente a la luz del colon y

no se produce invasion del mismo (Matijasevic, 1989).

Existen multiples factores responsables de que en unos casos la infeccion
amibiana sea asintomatica, mientras que en otros llega incluso a amenazar la vida del
hospedero. Dentro de estos factores se encuentran los dependientes del parasito como
lo es la patogenicidad, que en el caso de E. histolytica atin no se conoce si es un rasgo
genéticamente determinado que se manifiesta de manera invariable en las cepas en las
que se encuentra presente o si se trata de un rasgo genético presente en el genoma de
todas las cepas, cuya manifestacion fenotipica puede ser activada por diversos

factores del hospedero o del medio ambiente (Matijasevic, 1989).

Con respecto al hospedero son muchos los factores que desde el punto de vista
epidemioldgico parecen favorecer la aparicion de amibiasis invasora como la edad, el
sexo, el estado nutricional, el alcoholismo, las infecciones por otros parésitos y la
accion sinérgica de la flora bacteriana intestinal (Matijasevic, 1989). En infecciones
sintomaticas producidas por esta especie patogena, se conocen cuatro formas clinicas

a nivel intestinal dentro de las cuales se mencionan: la amibiasis disentérica también



conocida como colitis amibiana, ocurren en el 90% de los casos, la clinica dura
aproximadamente un mes con sintomas de diarreas. Otras patologias menos
frecuentes son la colitis fulminante, la apendicitis amibiana y el ameboma del colon

(Raj y Upcroft, 2001).

En relacion a el diagnoéstico de las infecciones por E. histolytica, ha dependido
del estudio de los sintomas clinicos del paciente. El diagnostico coproldgico se
establece por la observacion de las diferentes formas evolutivas del parasito en las
heces de los pacientes, sin embargo, hay que tener presente que s6lo en pocos casos
es posible encontrar trofozoitos en las heces, por lo que las muestras deben ser
analizadas de forma inmediata, ya que su demora ocasiona la transformacion y
desintegracion de los mismos. A pesar de que este procedimiento es el método
frecuentemente empleado por ser rapido, sencillo y econdmico, la subjetividad
inherente a los exdmenes de materia fecal, errores propios de la recoleccion,
concentracion, tincion de las muestras y tomando en cuenta que ambas especies son
morfoldgicamente idénticas y que presentan similitud con las células del hospedero
como leucocitos y macrofagos, y ademas la pericia del observador, limitan demasiado

la utilidad del diagnostico coprologico (Yauy cols., 2001).

Solo hasta 1997, la OMS reglament6 reportar el complejo E. histolytica E.
dispar, en presencia de quistes y E. histolytica en presencia de trofozoitos
hematofagos, sin embargo, se recomendd que idealmente E. histolytica debe ser
identificada y tratada, si solo se identifica E. dispar el tratamiento no es necesario y si
el paciente tiene sintomas gastrointestinales se deben buscar otras causas; en
individuos asintomaticos no se recomienda tratamiento cuando se identifica el
complejo de E. histolytica/E. dispar a menos que haya sospecha de infeccion con E.
histolytica, las razones para sospechar infeccion incluyen titulos de anticuerpos
especificos altos, historia de contacto estrecho con un caso de amibiasis invasiva o un

brote; en presencia del complejo, en un paciente sintomatico, no se debe asumir que



sea E. histolytica sino deben ser consideradas otras causas; estas recomendaciones

son adecuadas para todos los individuos (Who, 1997).

Por otro lado, Entamoeba dispar y Entamoeba moshkovskii son especies
morfologicamente idénticas a E. histolytica, sin embargo, no se les ha demostrado
patogenicidad, son diferenciables de la especie patégena mediante patrones
isoenzimaticos y por determinacion de adhesina en materia fecal o técnicas
moleculares (Who, 1997; Pinilla y cols., 2008). Sin embargo, estas especies se han
identificado en heces de pacientes sintomaticos, no descartando que dicha

sintomatologia sea causada por otros agentes patdgenos.

Las coloraciones de hematoxilina férrica y tricromica, son métodos empleados
en el diagnostico diferencial de las caracteristicas nucleares y hematofagismo de
E. histolytica con las otras especies de este género, sin embargo, al igual que la
microscopia convencional no permite la diferenciacion de las especies cuando solo se
observen los quistes y trofozoitos no hematofagos. Por ello resulta indispensable la
aplicacion de métodos mas sensibles que permitan diferenciar entre E. histolytica y
E. dispar. Por su parte, los métodos inmunologicos no permiten diferenciar entre
infecciones agudas, cronicas y aquellas previamente tratadas, debido a que los
anticuerpos permanecen en suero por afios después de la infeccion amibiana y en los
casos asintomaticos de cepas no patdgenas, las pruebas seroldgicas son siempre
negativas dado que en estos casos los trofozoitos no han tenido contacto con la
mucosa, ni la han invadido, por lo tanto no se desarrollan anticuerpos (Braga y cols.,
1996; Gutierrez-Kobe y cols., 1997; Willhoef'y cols., 1999).

Shanta y cols. (1998) sefalaron la técnica de Enzyme Linked Immunosorbent
Assay (ELISA) como un método ttil en el diagndstico de amibiasis extraintestinal,
donde se ha demostrado que mas del 80% de los pacientes dan serologia positiva,
sobre todo en aquellos casos donde los parasitos no son observables a través de las

heces.



Actualmente, el empleo de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) hace
posible amplificar el ADN amibiano presente en la materia fecal y estd siendo
ampliamente utilizada en la diferenciacion de E. histolytica y E. dispar a partir del
ADN extraido de las heces, resultando de gran utilidad para estudios epidemiologicos
y para la deteccion de infecciones mixtas de E. histolytica y E. dispar (Katzwinkel y
cols., 1994; Huston y Petri, 1999). Esta técnica es considerada como la prueba de
eleccion en la deteccion e identificacion de E. histolytica y E. dispar por ser un
método altamente sensible, especifico, facilmente reproducible y rapido,
reemplazando por ende los cultivos y los analisis isoenzimaticos en estas especies, y
lo més resaltante es que el diagnoéstico molecular minimiza la aplicaciéon de
tratamientos inadecuados en infecciones por otras especies no patdégenas del género

de Entamoeba (Tanyuksel y Petri, 2003; Fotedar y cols., 2007).

E. histolytica es un protozoo de distribucion mundial, que afecta en particular a
paises en via de desarrollo, infecta alrededor de 500 millones de personas y
anualmente 110 000 mueren por complicaciones. Asi, la amibiasis es considerada la
tercera parasitosis causante de mortalidad mundial después de la malaria y la
esquistosomiasis. Las personas infectadas se dividen en dos grupos de acuerdo a sus
manifestaciones clinicas: 90% son asintomaticos (portadores sanos) y 10% son
sintomaticos principalmente a nivel intestinal (disenteria amibiana, rectocolitis aguda,
colitis no disentérica cronica, ameboma) y extraintestinal (absceso hepatico amibiano,
absceso cerebral, enfermedad genitourinaria y cutdnea). Sin embargo, 1% de las
personas infectadas pueden desarrollar patologias potencialmente fatales como colitis
amebiana fulminante (Walsh y Warren, 1979; Pinilla y cols., 2008). Por otro lado, la
aceptacion de E. dispar como una especie de protozoario distinto, pero estrechamente
relacionado con E. histolytica ha tenido implicaciones profundas para Ia
epidemiologia de la amibiasis (Urdaneta y cols., 1998; Rivera y cols., 1998; Haque y
cols., 1999a; Raj y Upcroft, 2001; Simonetta y cols., 2002).



Al respecto, en Venezuela, Chacin y cols. (1990) reportaron porcentajes de la
infeccion por las especies E. histolytica y/o E. dispar los cuales varian de 6,8 a 42%,
distribuidos de 1,8 a 29,5% para las areas urbanas y hasta 20% en poblaciones
rurales; para el afio 1983 se encontré un gran nimero de casos de amibiasis en los
estados Lara, Distrito Federal, Mérida, Cojedes, Sucre, Zulia, Trujillo y Falcon
(Homéz y cols., 1995). Por otra parte, el Ministerio de Sanidad y Asistencia Social
notificd 100 948 casos de amibiasis durante 1996, siendo el estado Zulia con 22 722
casos, el que registré la mayor morbilidad; seguido por Falcon con 7 301, Tachira con
6 736, Lara con 6 658 y Aragua con 5 476 casos (Navarro y Reyes, 1999), y hasta la
actualidad este complejo E. histolytica y/o E. dispar sigue ocupando prevalencias
importantes en diferentes areas de estudio en el pais (Arenas-Pinto y cols., 2003;

Miller y cols., 2003; Diaz y cols., 2006).

Las investigaciones realizadas sobre este patogeno intestinal han permitido el
aislamiento y axenizacion de aislados clinicos de E. histolytica, permitiendo realizar
estudios de zimodemos, virulencia de las cepas, entre otros (Urdaneta y cols., 1995).
Ademas, se han realizado estudios de test inmunoenzimaticos en muestras fecales
mostrando que el COPROELISA-Eh presentd una sensibilidad de 94,4%,
especificidad 98,3%, valor predictivo positivo 96,2% y valor predictivo negativo
97,6% para la deteccion de E. histolytica en heces, demostrando que este método fue
mas sensible y especifico que el diagndstico microscopico, que no requiere de
personal entrenado y que permite el andlisis de un gran numero de muestras

simultaneamente (Urdaneta y cols., 1996).

Por otro lado, con respecto a la aplicacion de métodos moleculares, Aguirre y
cols. (1997) caracterizaron dos cepas venezolanas de E. histolytica usando patrones
electroforéticos de isoenzimas y PCR-SHELA; mientras que con respecto al uso de
estas metodologias moleculares en el diagnostico clinico, Michelli (2004), en un

estudio llevado a cabo en dos poblaciones rurales del estado Sucre (Caituco y Llanada



de Cangua), mediante el diagndstico molecular de patogenos intestinales relacionados
con cuadros diarréicos disentéricos, no encontré infecciones por E. histolytica ni E.

dispar.

Mora y cols. (2005), en pacientes con sintomatologia gastrointestinal de diarrea
en el estado Sucre, mediante la aplicacion del examen directo, método de
concentracion Ritchie y coloracion tricrémica, registrd una prevalencia del complejo
E. histolytica y/o E. dispar del 16,0% ubicandose el mayor numero de infectados

entre 10-19 anos.

Posteriormente, Mora (2006) en un estudio realizado en Cumana, estado Sucre
en 428 pacientes con cuadros diarreicos, encontrd 23 casos de infecciones por
E. histolytica, 15 de E. dispar y 4 de infecciones mixtas usando la PCR;
demostrandose que ambas especies circulan en esta poblacion, a diferencia de los
resultados obtenidos al aplicar el examen microscopico el cual reflej6 que 83

pacientes resultaron con infecciones por el complejo E. histolytica y/o E. dispar.

La redescripcion de E. histolytica con respecto a E. dispar reconociéndola
como patdgena y comensal, respectivamente, ha cambiado claramente la vision en el
enfoque del cuadro clinico, el diagnostico y el tratamiento. E. dispar es mas comiin
en la poblacion mundial, lo que ya ha sido informado en algunos paises, por lo tanto
la infeccion por E. histolytica debe ser realmente menos frecuente. A pesar de todos
los avances, actualmente el diagndstico de laboratorio de uso cotidiano es el examen
de materia fecal al microscopio, el cual requiere de personal entrenado. Por ende, se
requieren métodos mas precisos, rapidos y econdémicos asequibles para el clinico,
debido a las implicaciones que tiene el diagnostico oportuno y exacto de las especies
del género Entamoeba presentes en cuadros clinicos intestinales de individuos

sintomaticos y asintomaticos.



En este sentido, la aplicaciéon de métodos moleculares que tienen mayor
sensibilidad y que no estdn sujetos a la experiencia del personal que realiza el
diagnostico, contribuye a la deteccion e identificacion de la especie patdgena para
realizar el tratamiento adecuado, y ademas permite evaluar la poblacién asintomatica
que tiene gran valor epidemiologico, por que constituye la fuente de infeccion con
estas especies y contribuye a la diseminacion de las mismas. Ademas, la PCR
contribuye al conocimiento epidemioldgico del nimero 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, por lo que el objetivo
general de esta investigacion consistio en evaluar la frecuencia de E. histolytica y E.
dispar en individuos sintomaticos y asintomaticos por métodos convencionales y
moleculares provenientes de diferentes centros de salud de la ciudad de Cumana,

estado Sucre.



METODOLOGIA

Poblacion

Para este estudio se tomd una muestra representativa del laboratorio del
Hospital Universitario “Antonio Patricio de Alcala” y los ambulatorios: Dr.
“Bernardino Martinez” y Dr. “Ramén Martinez” de la ciudad de Cumana, estado
Sucre. El tamafio de la muestra en ésta investigacion estuvo conformada por 317
individuos de todas las edades y ambos sexos con o sin sintomatologia clinica,

siguiendo las recomendaciones propuestas por Cochran (1985), cuya férmula es:

K? x Nx PQ
n:

(e*x N) + (K* x PQ)

Donde:

K= 1,96 nivel de confiabilidad

P= 0,50 probabilidad de aceptacion
e= 0,06 error de estudio

Q= 0,50 probabilidad de rechazo

N= tamano de la poblacion

Se excluyeron en este estudio, todos aquellos individuos que habian recibido
tratamiento antiparasitario quince dias antes de la colecta de las muestras. Para la
realizacion de esta investigacion se suministrd informacion sobre el estudio a todos
los individuos evaluados, utilizando para ello un consentimiento previa informacion
(CPI) contemplado en el Cddigo de Bioética y Bioseguridad del Ministerio de
Ciencia y Tecnologia (MCT) y Fondo Nacional de Ciencia, Tecnologia e

Investigacion (FONACIT) para la recoleccion de muestras de heces en humanos. En



el caso de los nifios, se contd con la autorizacion de los padres (Anexos I, I y IIT). A
cada uno de los individuos se les realizd una encuesta epidemioldgica, donde se
obtuvo informacion sobre las caracteristicas personales y clinicas (Anexo IV),
siguiendo los lineamientos de Helsinki del afio 2000. Las muestras recolectadas
fueron trasladadas de inmediato al laboratorio de Especialidades Parasitologicas del

Departamento de Bioanalisis, Universidad de Oriente, Nucleo de Sucre.

Procesamiento de las muestras

Diagnéstico coproparasitologico
Estudio macroscopico: se observaron las caracteristicas fisicas de la muestra

como aspecto, consistencia, color, olor, pH, presencia o ausencia de moco, sangre y

vermes adultos (Botero y Restrepo, 1998).

Estudio microscopico: la busqueda de las formas parasitarias se realizd por
métodos directos basados en preparaciones himedas, con solucion salina fisiologica
al 0,85% y coloracion de lugol, que se observaron al microscopio con los objetivos de
10X y 40X. Se procedio a la identificacion de las formas parasitarias encontradas.
También se utilizo la coloracion de Quensel, la cual permitié diferenciar las amibas
de algunas células del hospedero. Para ello, se realizé una preparacion hiimeda entre
ldmina y laminilla, la cual fue observada a los 10 min de haber sido preparada

(Botero y Restrepo, 1998).

Coloracion tricromica: esta técnica permitid la tincion de los protozoarios
intestinales para la observacion de la morfologia nuclear de las amibas. Para ello se
procedié a la realizacion de los frotis fecales, se fijaron con alcohol polivinilico
(PVA) por 1h a temperatura ambiente, se colocoé 1 min en alcohol yodado y se

pasaron dos veces por etanol al 70% por 1 min. La coloracion se hizo con la solucion



tricromica por 5 min y la decoloracién se realizd pasando la lamina por alcohol
acidificado al 90% 15 s, se lavo el frotis con agua, se deshidrato 2 veces con etanol al
95%, por ultimo, se pasé la lamina por xilol 1 min y, se realizd el montaje con
balsamo de Canadd, observandose las laminas con objetivo de inmersion 100X

(Pumarola y cols., 1991).

Diagnoéstico molecular

Extraccion de ADN: se realizd directamente a las muestras de heces, utilizando

un kit de extraccion Wizard Genomic® de Promega (Madison, Wisconsin, EUA).

Procedimiento: todas las muestras observadas al examen coproparasitologico
con presencia del complejo E. histolytica y/o E. dispar, fueron sometidas a la
extraccion de ADN, para la cual se coloco aproximadamente 1 g de heces en tubos
Eppendorf, se le agrego 800 ul de buffer fosfato PBS ( NaCl 137 mmol/l; KCI 2,7
mmol/l; Na,HPO4 10 mmol/l; KH,PO4 2 mmol/l) a una concentracion 1X y a pH 7,4;
se mezcld y centrifugd por 3 min a 14 000 g, posteriormente se decantod el
sobrenadante y se repiti6 este lavado por 3 veces. Se agrego 20 ul de proteinasa K y
fueron incubadas por 2 horas a 65°C. Se centrifugaron por 2 min a 14 000 g y a 18°C,
se descartd el sobrenadante, se agitd y se procedié a la extraccion de ADN,
resuspendiendo en 600 pl de la solucion de lisis de nucleo por pipeteo y se mezclo, la
cubierta de los quistes fue fracturada por enfriamiento en nitrégeno liquido y
calentamiento en agua a 95°C, repitiendo 3-4 veces. Se dejaron a temperatura
ambiente por 10 s, se afiadié 200 pul de solucion precipitante de proteinas; se agitd en
vortex por 20s. Posteriormente, la muestra fue enfriada en hielo por 5 min y se
centrifugd por 5 min a 13 000-16 000 g a 4°C. Se removio el sobrenadante que
contenia el ADN y se transfirié a tubos que contenian 600 pl de isopropanol a
temperatura ambiente. Se mezclo la solucion por inversion. Se centrifugd por 25 min

a 13 000-16 000 g a 4°C. El ADN qued6 en el sedimento formando un pequefio



precipitado blanco. El sobrenadante se decant6 y se adiciond 600 pl de etanol al 70 %
a temperatura ambiente mezcldndose suavemente por inversion varias veces para
lavar el ADN. Se centrifug6 por 5 min a 13 000-16 000 g a 4°C. Se aspir6 el etanol
usando una micropipeta. Se invirtid el tubo sobre un papel absorbente y se dejé secar
por 10-20 min. Se adicion6 50 pl de solucion rehidratante para el ADN y se dejé por
toda la noche a temperatura ambiente. EI ADN se almacené a -20°C, hasta su

posterior uso para la PCR (Miller y cols., 1988; Evangelopoulos y cols., 2000).

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

La reacciéon en cadena de la polimerasa estd basada en la amplificacion
enzimatica in vitro de un segmento especifico de ADN del parasito. Se realiza en tres
etapas: La desnaturalizacion del ADN doble cadena, hibridacion de los cebadores a la
zona 5’ especifica de cada una de las hebras, y extension del cebador por sintesis. En
la primera etapa (desnaturalizacion) la doble hélice de ADN se separa en dos hebras.
Para ello se realiza una incubacion de la muestra a altas temperaturas (93-97°C). En el
segundo paso (hibridacion) los cebadores se unen a las zonas 5° complementarias que
flanquean el fragmento que se quiere amplificar a la temperatura (50-65°C).
Finalmente, en la tercera etapa (elongacion) se produce la sintesis de una cadena
sencilla (produciéndose un fragmento de doble cadena por la complementariedad) en
la direcciéon 5° > 3" mediante la enzima DNA polimerasa, la cual incorpora los
deoxinucledtidos fosfato presentes en el medio siguiendo la cadena molde (Schnell y

Mendoza, 1997).

La amplificacion de los fragmentos de ADN especificos para las especies se
llevo a cabo por Nested-Multiplex PCR, donde se amplifico primero un fragmento de
ADN ribosomal (ADNr) comin para ambas especies y posteriormente, se
amplificaron los fragmentos especificos, utilizando los cebadores respectivos para

cada especie que amplifican un fragmento del ADN ribosomal 16S (Evangelopoulos



y cols., 2000).

Para la optimizacién de la PCR se utilizo ADN de 2 cepas controles para
E. histolytica, cepa IULA: 0593:2 (NER) procedente de Mérida-Venezuela y la cepa
UDO402 como control de E. dispar.

Primera reaccion

Para la primera reaccion de PCR se utilizaron los cebadores externos E1 (TGC
TGT GAT TAA AAC GCT) y E2 (TTA ACT ATT TCA ATC TCG G), que
amplificaron un fragmento de 1076 pb comin en ambas especies de Entamoeba
(Evangelopoulos y cols., 2000). Para cada amplificacion se prepararon 25 ul de
mezcla de reaccion en tubos de PCR de 0,2 ml cuyos componentes fueron: 2 pul de
ADN para cada ensayo, 2,5 ul de buffer 10X de PCR (200 mmol/l Tris-HCIL, pH 8,4;
500 mmol/l KCI), 0,2 mmol/l de cada nucléotidos trifosfato (ANTPs), 0,5 umol/l de
cada cebador, 1,5 mmol/l de cloruro de magnesio (MgCl,) y 1,25 U Taq polimerasa

(Promega).

Todas las muestras fueron corridas en un termociclador TECHNE (TC-512)
utilizando el siguiente programa: 1 ciclo a 94°C por 5 min, para la desnaturalizacion
inicial; 45 ciclos a 94°C por 1 min, para la desnaturalizacion; 1 ciclo a 45°C por 1,5
min, para la hibridacion; 1 ciclo a 72°C por 2,5 min, para la extension; 1 ciclo a 72°C

por 10 min, para la extension final.

Segunda reaccion

Luego se procedié a una segunda amplificacién utilizando los cebadores
internos especificos para cada una de las especies. Los cebadores internos especificos
para E. histolytica Eh-L (ACA TTT TGA AGA CTT TAT GTA AGT A) y Eh-R
(CAG ATC TAG AAA CAA TGC TTC TCT) fueron utilizados para amplificar un



fragmento de 427-pb, mientras que los cebadores internos especificos para E. dispar
Ed-L (GTT AGT TAT ATA ATT TCG ATT AGA A) y Ed-R (ACA CCA CTT ACT
ATC CCT ACC) fueron usados para amplificar un fragmento de 195-pb
(Evangelopoulos y cols., 2000). La amplificacion se realizd de la misma manera a la
descrita, pero con una temperatura de 58°C para la hibridacion y utilizando 5 pl del

producto de la primera amplificacion (Sommer y Tautz, 1989).

Los productos de amplificacion fueron corridos por electroforesis (Sistema de
electroforesis en gel EC330 Minicell Primo) en gel de agarosa al 2 % coloreado con

bromuro de etidio (0,5 pg/ml).

Andlisis estadistico

Los datos fueron analizados utilizando féormulas de frecuencia para reflejar la
aparicion de las especies en estudio, y la asociacion de la sintomatologia con los
parasitados por E. histolytica se realizé a través del analisis de regresion logistica

binaria y la prueba de Kappa (Morales y Pino, 1995).



RESULTADOS

En el presente estudio se evaluaron 317 individuos de diferentes grupos etarios
y ambos sexos, a los cuales se les realizé diagnostico coproparasitologico
convencional. El método de diagnostico directo de las heces permitié detectar 197
(62,14%) individuos infectados con protozoarios y helmintos intestinales (Tabla 1).
Encontrando predominio de infecciones producidas por protozoarios intestinales, en
comparacion con la baja frecuencia de helmintiasis diagnosticadas. Dentro de los
protozoarios la mayor frecuencia la mostr6 Blastocystis hominis (47,00%), seguido de
Endolimax nana (9,78%), Giardia duodenalis (9,15%), Entamoeba coli (8,20%) y el
complejo E. histolytica y/o E. dispar (6,94%). Es importante resaltar que la mayoria
de las infecciones producidas por estos protozoarios intestinales fueron encontradas

con variada frecuencia en el grupo de individuos asintomadticos (Tabla 1).

Con respecto al diagnostico del complejo E. histolytica y/o E. dispar, so6lo se
identificaron formas quisticas de estas amibas, incluso en los individuos sintomaticos
y la deteccion de estas formas evolutivas varid6 dependiendo del método de
diagnoéstico utilizado. El total de los individuos infectados por el complejo E.
histolytica y/o E. dispar (6,94%) fueron detectados al practicar el examen directo con
solucion salina fisioldgica al 0,85% y lugol, mientras que el tricromico permiti6 el
diagnostico en un 3,15 %. En las muestras analizadas coloreadas con lugol y quensel
en las formas quisticas se observd muy débilmente el cariosoma central y el
tricromico presentd una coloracion muy clara (Figura 1). La presencia del complejo
E. histolytica y/o E. dispar presentd6 mayor frecuencia en los individuos sintomaticos

(90,9%), corroborandose por tricromico un 36,4% de las mismas (Tabla 2).



Al determinar y relacionar la presencia del complejo E. histolytica y/o E. dispar
con la de otros pardsitos intestinales observados por metodologia convencional

(examen directo), se obtuvo asociacion significativa con B. hominis (Tabla 3).

En los individuos en quienes se diagnostico la forma quistica del complejo
E. histolytica y/o E. dispar por método directo, se les realizo la extraccion de ADN
genomico directamente a las muestras fecales, donde se observaron las bandas
caracteristicas (Figura 2), segin el patron del marcador de peso molecular de 1 Kb
utilizado en la corrida electroforética. Sin embargo, en algunas muestras el ADN
genOdmico se presentd degradado (Figura 2A), lo cual es de esperarse debido a la
naturaleza de las muestras, ya que contienen gran cantidad de contaminantes que
pueden degradar los acidos nucleicos.

Tabla 1 Frecuencia de protozoarios y helmintos intestinales identificados por examen
directo de las heces de individuos sintomdticos y asintomdaticos provenientes de
diferentes centros de salud de la ciudad de Cumana, estado Sucre.

Individuos
Especies de parasitos Sintomaticos Asintomaticos
Ne % Ne %

Protozoarios

Blastocystis hominis 19 5,99 130 41,01
Endolimax nana 5 1,58 26 8,20
Giardia duodenalis 2 0,63 27 8,52
Entamoeba coli 1 0,31 25 7,89
E. histolytica y/o E. dispar 20 6,31 2 0,63
Chilomastix mesnili 3 0,95 6 1,89
lodamoeba butschlii 1 0,31 7 2,21
Helmintos

Ascaris lumbricoides 3 0,95 8 2,52
Trichuris trichiura 0 0,00 3 0,95
Anquilostomideos 0 0,00 3 0,95
Strongyloides stercoralis 0 0,00 1 0,31
Negativos 31 17,03 89 75,08




Al analizar las muestras por Nested-Multiplex PCR, soldé se obtuvo
amplificacion en 7 de las muestras diagnosticadas por el examen directo. En la
primera ronda de amplificacion se debi6 observar fragmentos amplificados de 1 076
pares de bases (pb) comunes para el género Entamoeba (Figura 3), sin embargo, no se
observo dicho fragmento, posiblemente debido a la baja carga parasitaria de las
muestras analizadas o a la falta de condiciones Optimas para esta reaccion, como la

presencia de inhibidores.

Figura 1. Fotomicrografia de Entamoeba histolytica y/o Entamoeba dispar. Quistes
coloreados con solucion de lugol (A). Quiste inmaduro de E. histolytica y/o E. dispar
en solucion de Quensel donde se observa el cuerpo cromatoide (B). Quiste inmaduro
de E. histolytica y/o E. dispar coloreado con solucion tricromica donde se observa el
cuerpo cromatoide (C).



A pesar de que en la primera ronda no se obtuvo amplificado, la segunda ronda
de Nested-Multiplex-PCR permiti6 identificar especies en las 7 muestras
amplificadas. Un fragmento de 427 pb especifico para E. histolytica permiti6 la
deteccion e identificacion de 4 infecciones por esta especie y uno de 195 pb

especifico para E. dispar identifico 3 infecciones con ésta.

Tabla 2. Frecuencia de Entamoeba histolytica y/o Entamoeba dispar por métodos
parasitoldgicos en individuos sintométicos y asintomaticos provenientes de diferentes
centros de salud de la ciudad de Cumana, estado Sucre.

Métodos parasitoldgicos

Especies Directo Tricromico
parasitarias Sintomatico Asintomatico Sintomatico Asintomatico
N % N % N % N %
E. histolytica
i 90,9 2 9,01 8 36,4 2 9,01
y/o E. dispar

Tabla 3. Resultados del analisis de la asociacidon por regresion logistica binaria y
prueba de Kappa entre el diagnoéstico microscopico del complejo Entamoeba
histolytica y/o Entamoeba dispar con la presencia de otros parasitos.

Parasitos P P-Kappa OR*
Blastocystis hominis 0,004 0,001 6,2
Giardia duodenalis 0,449 0,438 -
Endolimax nana 0,707 0,109 -
Entamoeba coli 0,732 0,146 -

Ascaris lumbricoides 0,757 0,357 -




* Proporcion de probabilidad u “odds ratio”.
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Figura 2. Extraccion de ADN gendmico a partir de muestras fecales ADN obtenido
de las muestras evaluadas donde se observa degradacion del mismo (pozos 2-9) B)
ADN sin degradacion (pozos 2-15), marcador de peso molecular de 1 Kb (pozo 1
figura 2A y B). Gel de agarosa al 1% coloreado con bromuro de etidio (0,5ug/mL).

La frecuencia de E. histolytica fue ligeramente mayor a la encontrada por E.
dispar, de acuerdo al diagndstico molecular, tal como se muestra en la Tabla 4. No
obstante, la marcada diferencia de frecuencia entre los métodos coproparasitologicos
y el molecular para E. histolytica y E. dispar, podria ser debida a la presencia de

otras especies del género Entamoeba morfologicamente idénticas a estas y que



pueden infectar al hombre, para lo cual tendrian que usarse otros cebadores que

permitan identificar las otras especies en estas muestras analizadas.
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Figura 3. Productos amplificados por nested-multiplex PCR del gen de ARN
ribosomal que amplifica un fragmento mayor especifico de Entamoeba histolytica y
uno menor especifico de Entamoeba dispar. EhIULA, EhNER y EdUDO402 son
controles positivos para cada especie y M: marcador de peso molecular 100 pb
(Promega). Numeros 01-06 muestras positivas y 07-08 muestras negativas, 09 control
negativo.

Por otro lado, sélo se identifico E. histolytica en individuos sintomaticos,
mientras que los infectados por E. dispar dos presentaron sintomas y uno no, en este
caso es importante sefialar que la presencia de estos sintomas no deben ser atribuidos
exclusivamente a E. dispar debido a que otros agentes patdgenos pueden ocasionarlos

(Tabla 4).



Al evaluar los signos y sintomas clinicos con la presencia de E. histolytica, se
observo la presencia de sangre y moco en las muestras, ademas los infectados por el
parésito presentaron dolor abdominal, nauseas, vomitos y en el menor de los casos
fiebre, en cambio dos de los infectados por E. dispar presentaron moco pero no se

evidencio la presencia de sangre (Tabla 5).

Tabla 4. Frecuencia de Entamoeba histolytica y Entamoeba dispar a través del
método molecular en individuos sintomaticos y asintomaticos provenientes de
diferentes centros de salud de la ciudad de Cumana, estado Sucre.

Nested- multiplex PCR

Especies _ ] ] ) Total
o Sintomatico Asintomatico
parasitarias N° %
Ne % Ne %
E. histolytica 4 18,2 0 0,00 4 18,20
E. dispar 2 9,01 1 4,54 3 13,55

Con respecto a los resultados obtenidos al evaluar las variables clinicas con la
presencia del complejo E. histolytica y/o E. dispar diagnosticadas por observacion
microscopica, se encontrd asociacion significativa con la presencia de
moco,nduseas,ademas de dolor abdominal y vomitos; las demas variables resultaron

no estar asociadas con la presencia del complejo (Tabla 6).

No se pudo asociar las variable clinicas evaluadas con E. histolytica, ya que el

nimero de muestras positivas fue muy pequefio para cualquier analisis estadistico.



Tabla 5. Frecuencia de signos y sintomas clinicos en individuos infectados por
Entamoeba histolytica y Entamoeba dispar diagnosticados por Nested-multiplex

PCR.

Signos y sintomas E. histolytica E. dispar

Clinicos N° % N° %
Moco 4 100 2 66,00
Sangre 4 100 0 0,00
Vomitos 3 75 0 0,00
Nauseas 4 100 1 33,33
Dolor abdominal 4 100 1 33,33
Fiebre 2 50 0 0,00

Tabla 6. Resultados del analisis de la asociacion por regresion logistica binaria entre
el diagnostico microscopico del complejo Entamoeba histolytica y/o Entamoeba
dispar con las variables clinicas y epidemiolégicas.

Variable P OR*
Vomitos <0,001 19,7
Dolor Abdominal <0,001 38,1
Nauseas <0,001 17,4
Moco <0,001 71,5

*Proporcion de probabilidad u “odds ratio”.



DISCUSION

Se conoce que las infecciones parasitarias tanto por helmintos como por
protozoarios constituyen una de las principales causas de morbilidad y mortalidad en
humanos, y son consideradas enfermedades medio ambientales debido a que los
factores ecologicos juegan un importante papel en la supervivencia, desarrollo,
distribucion, y transmision de formas infectantes de los parasitos, ademas estas
infecciones estan estrechamente vinculadas con las deficientes condiciones
socioeconomicas y culturales, asi como también inadecuados hébitos higiénicos
(Basualdo y cols., 2007). En este sentido, esta investigacion demuestra la continua
exposicion de la poblacion evaluada a diferentes fuentes de contaminaciéon de
enteroparasitos, con ello se evidencia la permanencia y difusion de las formas
evolutivas infectantes de los mismos. Por su parte, Michelli y De Donato (2001), en
una comunidad de Rio Caribe, al evaluar parasitosis intestinales, encontraron que de
un total de 100 individuos analizados, el 75% de ellos estuvo parasitado por distintos

helmintos y protozoarios, siendo mayoria los patégenos de este ultimo grupo.

Dentro de los protozoarios patogenos Entamoeba histolytica ocasiona
aproximadamente entre 40 a 50 millones de casos de colitis amibiana y absceso
hepatico, y es responsable de 100 000 muertes cada ano (Haghighi y cols., 2003, Ali
y cols., 2008). El establecimiento de la infeccion presenta gran variabilidad clinica,
encontrandose desde cuadros asintomaticos hasta cuadros extraintestinales de
abscesos hepaticos, debido al alto grado de heterogeneidad en la virulencia del
parésito (Ankri y cols., 1999 y Flores y cols., 1997), por lo que la amibiasis hasta la
actualidad continua siendo una parasitosis de gran impacto epidemioldgico en paises

en vias de desarrollo.



Al respecto, el estudio de Diaz y cols. (2006) sobre prevalencia de parasitos
intestinales en nifios de la Sierra de Perija, estado Zulia, Venezuela, demostrd
predominio de helmintiasis intestinales, pero el complejo E. histolytica y/o E. dispar
fue el tercer protozoario de mayor frecuencia con 21,9%. Estos resultados difieren de
los encontrados en este estudio donde aunque predominaron las infecciones por
protozoarios intestinales, se encontrd al complejo E. histolytica y/o E. dispar como
quinto diagnosticado, con una frecuencia menor (6,94%) en los individuos evaluados
de la ciudad de Cumana. Ademads, se encontrd una alta frecuencia de B. hominis
(47%), lo cual ha sido reportado en otras regiones del pais con prevalencias hasta de
un 66,7% (Devera y cols., 2003; Devera y cols., 2006; Blanco y cols., 2007; Devera y
cols., 2007); de hecho, hoy en dia es el protozoario de mayor prevalencia a nivel
nacional e internacional (Barahona y cols., 2003; Mercado y cols., 2003; Basualdo y
cols., 2007; Ozcakir y cols., 2007). Por otro lado, B. hominis estuvo asociado a la
presencia del complejo E. histolytica y/o E. dispar en este trabajo de investigacion,
estas asociaciones pueden estar relacionadas a el hecho de que estos parasitos
comparten la misma via de transmision oral-fecal, ademés que los individuos
coinfectados pudieran tener similares factores de riesgos asociados con la adquisicion
de la infeccion. Lo que coincide con lo reportado por Goncalves y cols. (2007)
quiénes encontraron la misma asociacion con B. hominis, y mencionan que esto se

deba a la alta prevalencia del mismo.

La identificacion y diferenciacion del complejo E. histolytica y/o E. dispar en
muestras clinicas por diagnoéstico microscopico directo es impreciso en los casos
donde no se observan trofozoitos hematdfagos, por que ambas amibas son idénticas
morfoldgicamente, ademas de que esta técnica posee una sensibilidad de 60% lo que
origina resultados falsos positivos y sobreestimaciones por confusiones con
macrofagos y especies no patogenas de Entamoeba (Krogstad y cols., 1978; Gathiram
y Jackson, 1985; Stracham y cols., 1988; Diamond y Clark, 1993; Gonzalez y cols.,

1994; Haque y cols., 1997). Se ha demostrado que los cultivos de estas amibas son



técnicas sensibles para el diagnostico de la amibiasis pero ademdas de no permitir la
diferenciacion de especies, requieren de mayor trabajo, de procesamiento y tienen una
duracion de aproximadamente una semana para obtener resultados, y en muchos
casos resultan negativos en muestras positivas por métodos parasitologicos
convencionales (Gonzalez y cols., 1994; Haque y cols., 1997; Stracham y cols.,

1988).

Por otro lado, las coloraciones permanentes como la hematoxilina férrica y
coloracion tricrémica, se recomiendan para confirmar la identificacion especifica de
la amiba, por que facilita el estudio de la morfologia nuclear, lo que es de mucha
importancia en el diagnostico de estas infecciones (Hiatt y Ernest, 1995). Los nucleos
de los trofozoitos amibianos son invisibles practicamente en solucion salina; y pueden
deformarse considerablemente en soluciéon de yodo, mientras que Tanyuksel y Petri,
(2003) sefialaron que una inadecuada coloracion o fijacion en caso de tricromico no
permite la diferenciacion de la morfologia nuclear de los quistes y trofozoitos de

E. histolytica y/o E. dispar.

La solucién de quensel se recomienda en preparaciones recién emitidas, ya que
se pueden observar amibas moviles; pueden emplearse también con heces
preservadas o sedimentos de cultivos. En este sentido, Guaimaraes y Leme (1993),
Mac Pherson y Mac Queen (1994) han considerado que la técnica de coloracién con
hematoxilina férrica es efectiva para el diagndstico de E. histolytica, ya que se
obtienen detalles morfologicos mas precisos que permiten reconocer la especie. Sin
embargo, cuando se sospecha de amibiasis se requiere realizar conjuntamente examen
directo con solucion salina al 0,85% y lugol, coloracion de Quensel, coloracion de
hematoxilina férrica y cultivo en medio de Boeck y Drbohlav modificado, o por lo
menos tres de estos métodos para lograr hacer la deteccion de la amiba (Pérez, 1993).
Sanchez (1999), al analizar las técnicas coproparasitologicas empleadas para el

diagnostico de E. histolytica en la ciudad de Cumana, reporté que de un total de 100



muestras fecales diarreicas analizadas, el 10% fueron positivas al examen directo,
10% para Quensel, 7% para el cultivo y 11% para hematoxilina férrica, escogiendo la
hematoxilina férrica como método de referencia por su mayor positividad en las

muestras analizadas.

De igual forma, Jaimes (2004) al diagnosticar amibiasis en pacientes de
diferentes centros asistenciales de Cartipano, estado Sucre, encontré que del total de
muestras de heces procesadas, 51 (72,86%) fueron positivas al examen directo y 43
(61,43%) para la coloracion tricromica, 40 (57,14%) por el método de Ritchie y la
deteccion serologica por el método de hemaglutinacion indirecta arroj6 sélo 38
(54,29%), concluyendo que el método directo permitié la deteccion del mayor
nimero de positivos, lo que podria atribuirse a falsos positivos debido a que el
diagnostico coproparasitologico de E. histolytica esta basado rutinariamente en el
hallazgo de quistes y/o trofozoitos los cuales podrian confundirse con macréfagos que
también pueden contener globulos rojos. Estas dificultades diagndsticas originaron el
desarrollo de técnicas de deteccion antigénica (Stracham y cols., 1988; Abd-Alla y
cols., 1993; Haque y cols., 1993; Haque y cols., 1995; Haque y cols., 1997) asi como
también deteccion de secuencias de ADN especificas por PCR (Tannich y Burchard,
1991; Romero y cols., 1992; Acufia y cols., 1994; Katzwinkel y cols., 1994; Britten y
cols., 1997; Newton y cols., 1997).

Al respecto, en esta investigacion se demostré que el diagndstico de Entamoeba
presentd variacion en funcion a la técnica utilizada, encontrando que el examen
directo convencional permitio la mayor deteccion del complejo E. histolytica y/o E.
dispar (11,17%) seguido de la coloracion tricromica (5,08%), pero estas técnicas no
fueron Ttiles para la identificacion de especies, debido a que en esta investigacion las
muestras positivas solo presentaron formas quisticas de estas amibas que son
indistinguibles morfoldgicamente. Sin embargo, al aplicar la técnica de PCR para la

identificacion especie-especifica se encontré una disminucion significativa en el



numero de muestras detectadas por PCR (7/ 317) con respecto al método directo
(22/317). De las 7 muestras detectadas por PCR 4 fueron identificadas como E.
histolytica y 3 como E. dispar, estos resultados sugieren posibles falsos positivos

del método directo al diagnostico de

E. histolytica, lo que difiere del estudio de Ben y cols. (2008) quienes al
analizar 12 muestras diagnosticadas por método directo positivas al complejo E.
histolytica y/o ~ E. dispar, 11 de estas resultaron positivas a E. dispar por PCR y 1
negativa, concluyendo que es necesario la aplicacion de técnicas complementarias
que permitan el diagnostico especifico de las especies del género Entamoeba para

evitar terapias innecesarias.

De igual forma, Hooshyar y cols. (2003) quienes evaluaron 12 148 muestras de
heces en Iran, encontraron que 87 (0,7%) fueron positivos a E. histolytica y/o E.
dispar por métodos directo y formalina-éter y de éstos 49 (62,8%) lograron ser
cultivados en medio Robinson. Estos cultivos al ser analizados con la técnica de
PCR-RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphismo) se demostrd que 46 casos
(93,9%) eran E. dispar, solo 2 casos (4,1%) fueron identificados como E. histolytica
y una persona (2%) presentd infeccidn mixta con ambas especies, estos resultados

ponen en evidencia que E. dispar es mucho mas prevalente que E. histolytica.

Una explicacion de la diferencia de positivos encontrados entre la PCR y los
métodos parasitoldgicos convencionales usados en este estudio, es que posiblemente
las muestras identificadas como positivas al complejo E. histolytica y/o E. dispar que
no amplificaron por PCR pudieran ser debidas a la observacion de leucocitos,
macrofagos u otras células del hospedero, asi como también a la presencia de otras
especies como E. moshkovskii, E. hartmanni y quistes inmaduros de E. coli, las cuales
no fueron diferenciadas, en este sentido, el estudio de Ali y cols. (2003) avala

nuestros resultados, al reportar que de 109 muestras de heces provenientes de nifios



de preescolar en Bangladesh encontraron 39 muestras (35,8%) positivas para E.
dispar, 23 (21,1%) resultaron para E. moshkovskii y 17 (15,6%) fueron positivas a E.
histolytica, concluyendo que la alta frecuencia de E. moshkosvskii encontrada sugiere

que los humanos son verdaderos hospedadores de esta amiba.

Otros autores como Parija y Khairnar (2007), quienes al analizar 202 muestras
fecales de individuos provenientes de Pondicherry, India, con observacién
microscopica de quistes y/o trofozoitos de especies de Entamoeba, detectaron por
Nested-Multiplex PCR un 49,50% de infeccion por E. dispar, 7,40% para E.
histolytica y 1,00% para E. moshkovskii, ademas se obtuvieron infecciones mixtas y
triples de estas especies. Por su parte, Fotedar y cols. (2008) al estudiar 110 pacientes
con cuadros diarreicos y otros trastornos gastrointestinales, positivos a especies de
Entamoeba, reportan que 50% de las muestras fueron positivas para E. moshkovskii
encontrandose asociado a dichos trastornos gastrointestinales. El ADN de E.
moshkovskii no fue detectado en las muestras fecales de individuos controles. Estos
resultados sugieren que E. moshkovskii no es simplemente un protozoario ocasional
y/o comensal del tracto gastrointestinal humano, lo que provee evidencias de E.
moshkovskii pudiera ser un potencial patdogeno que causa cuadros diarreicos y

desordenes gastrointestinales.

En cuanto a la sintomatologia, en este estudio se encontré que el complejo
E. histolytica/E. dispar se observdé con mayor frecuencia en los individuos
sintomaticos (6,31%), de estas se detectaron 4 casos sintomaticos de E. histolytica por
PCR (18,20%), en los cuales se evidenci6 presencia de sangre y moco en la materia
fecal. Es importante mencionar que la ausencia de sangre no descarta la presencia de
E. histolytica en las heces de los pacientes, dado que en muchos casos va a depender
de la respuesta del hospedero y de la virulencia de la amiba (Fonte, 2000). Ademas,

hay que resaltar que en esta investigacion de los 3 casos identificados por la técnica



molecular como E. dispar, 2 de ellos se encontraron en individuos sintomaticos con

presencia de moco en las heces.

Se ha reportado que practicamente en todos los casos de colitis amibiana se
produce sangramiento macro y microscopico de la mucosa intestinal y que éste puede
ser detectado mediante la busqueda de trofozoitos en las muestras de heces (Haque y
cols., 2003). Fonte (2002) menciona que en la infeccion intestinal por E. dispar no se
evidencia la presencia macro y microscopica de sangre en las heces, dado que hasta
ahora no se ha comprobado ninguna accion patogena de esta especie. El dolor
abdominal, nduseas y voOmitos fueron los sintomas presentados en los pacientes
evaluados en esta investigacion, mostrando asociacion con la presencia del complejo
E. histolytica y/o E. dispar, al respecto se ha reportado que ¢l dolor abdominal es el
sintoma mas frecuente de la amibiasis intestinal dada la accion litica de los
trofozoitos en el intento de penetrar al intestino (Martinez, 2001). Estos resultados
son similares a los reportados por Haque y cols. (2003), quienes encontraron al dolor
abdominal como sintoma frecuente en los pacientes con diarrea asociados a cuadros

con E. histolytica.

Las infecciones por E. histolytica cursan con un amplio espectro de
manifestaciones clinicas que pueden variar desde infecciones asintomaticas hasta
infecciones invasivas; sin embargo, estas variaciones del cuadro clinico en los
individuos no estan esclarecidas, aunque ya se ha evidenciado que las amibas que
causan los cuadros gastrointestinales y las que logran invasion hepatica son
genéticamente diferentes, sugiriendo que estas amibas muestran diferente tropismo
por los 6rganos blanco o sufren reorganizacion del ADN antes o durante la metastasis
desde el intestino al higado (Ali y cols., 2008). Ayeh-Kumi y cols. (2001), al evaluar
la diversidad genética de 54 aislados clinicos en Bangladesh por RFLP, encontraron
diferentes patrones de restriccion tanto en los aislados de abscesos hepaticos como en

los intestinales, sefialando que la correlacion de diferencias genéticas con el potencial



patogénico de E. histolytica y sus implicaciones en la inmunoprofilaxis, requieren ser

estudiado.

Por otro lado, Helmy y cols. (2007), al evaluar 47 individuos con Entamoeba
(36 con quistes y 11 con trofozoitos) y 40 individuos asintomaticos (4 individuos
presentaron quistes), utilizando Nested PCR, encontraron 31 casos de E. histolytica
(60,8%), 9 casos de E. dipar (17,6%) y 11 (21,6%) presentaron infeccion mixta. Sélo

las infecciones por E. histolytica estudiadas fueron sintomaticas.

A pesar de que el uso de la PCR para diagnostico de rutina resulta ser costoso,
requiere entrenamiento de personal, equipos especificos y de espacio fisico adecuado
a las exigencias de la prueba, es una metodologia util en la deteccion e identificacion
de agentes patdogenos, asi como también en trabajos epidemioldgicos donde se
analizan grandes cantidades de muestras, sobre todo en regiones endémicas donde se
pretenda conocer cifras exactas de prevalencias. También deben ser aprovechados los
aspectos positivos de la PCR para ser aplicados en laboratorios de referencia, donde
puedan ser atendidos casos de emergencia que requieran de un diagnostico exacto del

agente etioldgico para la aplicacion de tratamientos efectivos (Mora, 2006).

El diagnostico clinico de la amibiasis intestinal y los estudios epidemioldgicos
se han realizado empleando la identificaciéon microscopica de trofozoitos y quistes del
género Entamoeba en la materia fecal, pero este método ha demostrado ser laborioso
y requiere personal bien entrenado, aunado esto a su baja sensibilidad por resultados
falsos positivos (Urdaneta y cols., 1996). Existe en la actualidad un nimero sustancial
de trabajos realizados en diferentes partes del mundo que reclaman la necesidad de un
diagnostico especifico para la amibiasis. La incorporacién de nuevas tecnologias de
diagndstico molecular ha incrementado su uso, tanto en el diagnostico clinico como
en trabajos de investigacion, en orden de minimizar la aplicacion de tratamientos en

individuos infectados con otras especies de Entamoeba como E. dispar y



E. moshkovskii, lo que contribuye ademas a comprender el curso de estas infecciones
que son problemas de salud publica, asi como también a la aplicacion de medidas

terapéuticas y de control de las mismas.



CONCLUSIONES

El examen directo de la materia fecal fue el método que registré el mayor nimero

de casos positivos para el complejo E. histolytica y/o E. dispar.

La PCR mostré ser un método de diagnostico adecuado para la diferenciacion de

las especies E. histolytica y E. dispar.

Todos los individuos infectados con E. histolytica manifestaron sintomas clinicos

ademas de los signos moco y sangre vinculados en los cuadros disentéricos.

Se evidencio que los casos identificados como E. dispar pueden ser diagnosticados

tanto en individuos sintomaticos como en asintomaticos.

Dentro de las variables clinico-epidemioldgicas evaluadas, la diarrea, vomitos,
nauseas, dolor abdominal, y observacién de moco en la materia fecal se encontraron

asociadas a la presencia del complejo E. histolytica y/o E. dispar.

La presencia de Blastocystis hominis estuvo asociada a las infecciones por el

complejo E. histolytica y/o E. dispar.
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(ANEXO 1)
CONSENTIMIENTO VALIDO

Bajo la coordinaciéon de la Licenciada Leonor Mora, se realizara el proyecto de
investigacion titulado: “Entamoeba histolytica y Entamoeba dispar EN INDIVIDUOS
SINTOMATICOS Y ASINTOMATICOS POR METODOS CONVENCIONALES
Y MOLECULARES PROVENIENTES DE DIFERENTES CENTROS DE SALUD
DE LA CIUDAD DE CUMANA, ESTADO SUCRE”.

Yo:
Nacionalidad: Estado Civil:
Domiciliada en:

Siendo mayor de 18 afios, en uso pleno de mis facultades mentales y sin que nadie
coaccione, ni violencia alguna, en completo conocimiento de la naturaleza, forma,
duracion, propoésito, inconvenientes y riesgo relacionado con el estudio indicado, declaro
mediante la presente:

a. Haber sido informado(a) de manera clara y sencilla por parte del grupo de
investigadores de este proyecto, de todos los aspectos relacionados con el
proyecto de investigacion titulado: “Entamoeba histolytica y Entamoeba dispar
EN INDIVIDUOS SINTOMATICOS Y ASINTOMATICOS POR
METODOS CONVENCIONALES Y MOLECULARES PROVENIENTES
DE DIFERENTES CENTROS DE SALUD DE LA CIUDAD DE CUMANA,
ESTADO SUCRE”.

b. Tener conocimiento claro que el objetivo del trabajo es: evaluar la frecuencia de
E. histolytica y E. dispar en individuos sintomaticos y asintomaticos por métodos
convencionales y moleculares provenientes de diferentes centros de salud de la
ciudad de Cumana, Estado Sucre.

c. Conocer bien el protocolo experimental expuesto por el investigador, en el cual

se establece que mi participacion en el trabajo consiste en: donar de manera



voluntaria una muestra de heces, recolectada por el personal encargado de la
investigacion.

Que la muestra de heces que acepto donar sera utilizada Unica y exclusivamente
para determinar la presencia de parasitos.

Que el equipo de personas que realiza la investigacion coordinada por la
Licenciada Leonor Mora, me ha garantizado confidencialidad relacionada tanto a
mi identidad como a cualquier otra informacion relativa a mi persona a la que
tenga acceso por concepto de mi participacion en el proyecto antes mencionado.
Que bajo ningiin concepto podré restringir el uso para fines académicos de los
resultados obtenidos en el presente estudio.

Que mi participacion en dicho estudio no implica riesgo e inconvenientes algunos
para mi salud.

Que cualquier pregunta que tenga relacion con este estudio me sera respondida
oportunamente por parte del equipo de personas antes mencionadas, con quienes
me puedo comunicar por el teléfono (0416) 7932026 con la Licenciada Leonor
Mora.

Que bajo ningin concepto se me ha ofrecido ni pretendo recibir ningin beneficio
de tipo econdmico producto que los hallazgos que pueda producirse en el referido

proyecto de investigacion.
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DECLARACION DEL VOLUNTARIADO

Luego de haber leido, comprendido y aclaradas mis interrogantes con respecto a

este formado de consentimiento y por cuanto a mi participacion en este estudio es

totalmente voluntario, acuerdo:

a.

Fecha:

Aceptar las condiciones estipuladas en el mismo y a la vez autorizar al equipo de
investigadores a realizar el referido estudio en las muestras de heces que acepto
donar para los fines indicados anteriormente.

Reservarme el derecho de revocar esta autorizacion y donacidén en cualquier
momento sin que ello conlleve algin tipo de consecuencia negativa para mi
persona.

Firma del voluntario:

Nombre y Apellido:
C.IL:

Lugar:
Fecha:

Firma del Testigo:

Nombre y Apellido:
C.I:

Lugar:
Fecha:

Firma del Testigo:

Nombre y Apellido:
C.I:

Lugar:




(ANEXO I11)
AUTORIZACION

Yo, C.L autorizo a

los investigadores de este estudio a utilizar toda la informacion necesaria, para la
recoleccion de las muestras de heces de mi representado, que seran usadas en el
desarrollo del proyecto de grado titulado: “Entamoeba histolytica y Entamoeba dispar
EN INDIVIDUOS SINTOMATICOS Y ASINTOMATICOS POR METODOS
CONVENCIONALES Y MOLECULARES PROVENIENTES DE DIFERENTES
CENTROS DE SALUD DE LA CIUDAD DE CUMANA, ESTADO SUCRE”.

Firma del representante
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DATOS PERSONALES

Nonbre del Paciente: N° de muestra: Fecha:

Centro Asistencial;

Sexo: Edad:

DATOS CLINICOS

Diarrea: Inicio de la diarrea: Evacuaciones por dia:
Presencia de moco: Presencia de sangre:
Vomitos: Flatulencias: Nauseas:

Dolor abdominal: Fiebre: Tenesmo:
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