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RESUMEN

Se evaluo la presencia de Entamoeba histolytica y su relacion con leucocitos fecales
en muestras diarreicas de individuos de todas las edades y ambos géneros que asistian
diariamente a diferentes centros asistenciales de la ciudad de Carupano, estado Sucre.
Un total de 209 muestras fecales y sus resultados fueron recolectados durante julio-
octubre 2008. Las muestras se analizaron a través de: examen directo con solucién
salina fisioldgica al 0,85% y lugol, ademas de la aplicacion del leucograma fecal y
del método copro-inmunoenzimatico (ELISA). Entamoeba histolytica fue el
protozoario de mayor frecuencia encontrada en el analisis de los resultados al examen
directo reportandose 46 muestras, lo que representd un 22,00%. En cuanto a la
técnica de leucograma fecal, 61 muestras resultaron con presencia de leucocitos
fecales (29,19%), de las cuales 27 presentaron Entamoeba histolytica (12,92%). Por
otra parte se evidencio el 5,43% de antigenos de Entamoeba histolytica y en cuyas
muestras se observaron leucocitos fecales, lo que representd el 100,00%. La
diferencia en cuanto a los porcentajes obtenidos aplicando las diversas técnicas,
refleja que la aparicion de Entamoeba histolytica es infrecuente y que existe una
sobreestimacion del pardsito en la poblacion en estudio. El empleo del ensayo copro-
inmunoenzimatico para la deteccion de antigenos de Entamoeba histolytica debe ser
empleado como prueba de rutina en los diferentes centros asistenciales debido a la
similitud morfoldgica al microscopio Optico con otras especies amébicas en particular
con Entamoeba dispar, de esta manera, se garantizarian resultados confiables y la
emision de tratamientos adecuados a la infeccion existente.
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INTRODUCCION

La amibiasis o amebiasis es una enfermedad parasitaria causada por el
protozoario entérico Entamoeba histolytica (Rosales et al., 2002). La Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) la define como la condicion de portar el parasito con o

sin manifestaciones clinicas exclusivas del humano (OMS, 1997).

Taxonémicamente,  Entamoeba  histolytica  pertenece al  phylum
Sarcomastigophora, subphylum Sarcodina, superclase Rhizopoda, clase Lobosea,
orden Amoebida, familia Endamoebidae, género Entamoeba, especie Entamoeba
histolytica, Shaudinn, 1903 (Haque et al., 2000; Stanley, 2001). Se presenta en dos
formas evolutivas: trofozoitos (forma invasiva) que causa la enfermedad en el
hospedero, y quistes (forma infectante). Los trofozoitos miden 12 a 60 pum de
diametro, poseen un solo nucleo que tiene forma esférica con una membrana
bordeada de pequefios granulos de cromatina y un pequefio cariosoma central. Emiten
pseudopodos con movimientos unidireccionales. El citoplasma puede mostrar
vacuolas con inclusiones y hematies, caracteristica que lo diferencian de otras amibas.
Los quistes son esféricos y miden de 10 a 20 pm de didmetro, contienen 1 a 4 nticleos
dependiendo de su madurez (Botero y Restrepo, 1998; Corachan, 1995; Homéz et al.,
1995; Dimiceli, 2004).

La infeccion causada por Entamoeba histolytica puede transmitirse por contacto
fecal-oral, a través de aguas o alimentos contaminados que contengan quistes de la
amiba, rara vez por contacto sexual ano-genital y oro-anal. Los individuos infectados
pueden excretar aproximadamente 45 000 000 de quistes al dia (Cabrera, 1999;
Tuyuta et al., 2002). La amiba, habita en el intestino grueso del hombre o invadiendo
la mucosa intestinal causando lesiones intestinales, produciendo sintomas tales como
dolor abdominal, nauseas, fiebre, flatulencias y signos como diarrea muco-

sanguinolenta (Botero y Restrepo, 1998; Fonte, 2000).



El ciclo de vida de Entamoeba histolytica se inicia cuando ¢l hombre ingiere los
quistes maduros, estos sufren desenquistamiento en el intestino delgado debido a la
accion de los jugos digestivos que debilitan la pared quistica, produciéndose una
divisioén nuclear seguida de la division citoplasmatica originandose ocho trofozoitos,
los cuales se dirigen a nivel del intestino grueso. Los trofozoitos liberados se adhieren
a la mucosa del colon por la presencia de una proteina de adherencia o lectina que
junto con las enzimas proteoliticas favorece la penetracion y degradacion de la
mucosa, generandose las lesiones intestinales (Glceras tipicas en boton de camisa).
Los trofozoitos pueden diseminarse por via hematdgena, invadiendo ciertos drganos
como el higado, pulmodn, cerebro, entre otros; estableciéndose la infeccion

extraintestinal (Corachan, 1995; Botero y Restrepo, 1998).

Las infecciones amibianas se presentan bajo dos formas: la amibiasis intestinal,
donde los trofozoitos invaden la pared del colon causando lesiones agudas o crénicas;
la fase aguda se caracteriza por la aparicion de signos y sintomas de forma brusca con
dolores abdominales de cierta intensidad, tenesmo y constipacion; las heces son de
aspecto disentérico, conteniendo moco y sangre. La forma intestinal cronica es de
evolucion lenta y puede ser consecutiva de una fase aguda o ser la manifestacion
inicial de la infeccion amibiana, cursa con evacuaciones ocasionales con moco y rara
vez con sangre; ademas, se puede observar astenia, flatulencia e insomnio (Ferndndez
et al., 2000; Incani, 2000). La amibiasis extraintestinal es la otra forma de presentarse
la enfermedad, donde se produce lesiones en algunos o6rganos del cuerpo provocadas
por la localizacion de los trofozoitos de Entamoeba histolytica fuera del intestino
(Ohnishi y Murata, 1997; Tannich, 1998; Acuiia et al., 2000).

En la infeccion por Entamoeba histolytica se evidencia una respuesta inmune
natural y adquirida. La respuesta inmune natural la representa las barreras naturales

del organismo como lo son el pH 4cido del estdmago y las enzimas digestivas, que



destruyen los trofozoitos, la competencia que se establece con la flora bacteriana
intestinal y la capa de moco que cubre la mucosa intestinal la cual contiene mucina
que interfiere en la adherencia de los trofozoitos al epitelio intestinal (Botero y

Restrepo, 1998; Fonte, 2000).

También ocurre una respuesta inmunoldgica humoral la cual puede persistir por
anos a bajos titulos después de la cura de la enfermedad (Fonte, 2000). Diversos
autores coinciden en sefialar que los titulos de anticuerpos no estdn necesariamente
correlacionados con la proteccion del hospedero, y sugieren que la inmunidad
humoral no protege contra la infeccion por Entamoeba histolytica. Al contrario, de la
respuesta inmunologica celular, existen dos mecanismos implicados en la necrosis
tisular amebiana, uno mediado por el contacto célula-célula y otro que depende
directamente de los efectos de sus productos toxicos sobre los componentes tisulares.
En la lisis mediada por el contacto célula-célula, Entamoeba histolytica muestra una
potente quimiotaxis para los leucocitos polimorfonucleares neutréfilos y una gran
capacidad para destruirlos, siendo responsables del efecto quimiotactico. Por otro
lado, la proteina de adherencia que es inhibida por la galactosa, y otros componentes
solubles que estimulan la secrecion IL-8 por las células del epitelio intestinal del
hospedero ante la presencia de este protozoario (Rosales et al., 2002; Requilme y

Uribe, 2004; Gémez et al., 2007).

El trofozoito de este protozorio se considera una de las mas importantes células
citotdxicas y citoliticas no inmune conocidas hasta el momento. Este pardsito cumple
un proceso de invasion muy elaborado, en el cual se secretan y expresan proteinas
que le permiten adherirse al epitelio, degradar la matriz extracelular y causar cit6lisis
de las células epiteliales para penetrar dentro de la mucosa. En este proceso
intervienen diferentes moléculas en la patogénesis de la amebiasis dentro y fuera del

intestino (Trejos y Castafio, 2009).



En cuanto al diagnostico, la deteccion de Entamoeba histolytica se fundamenta
en la demostracion de trofozoitos y/o quistes del pardsito en las heces, en los
sintomas clinicos y en la presencia de anticuerpos especificos en el suero y antigenos
en heces, ademas de los estudios de acido desoxirribonucleico (ADN) del parasito
(Rossi y Urdaneta, 1997). Se conoce de técnicas seroldgicas orientadas a la deteccion
de antigenos fecales y anticuerpos en suero, fundamentados en la técnica de
inmunoensayo enzimatico (ELISA). La deteccion de antigenos fecales, hoy en dia es
uno de los mas aplicados, ya que con ello se evita el traumatismo de la toma de
muestra y permite la deteccion del parasito evidenciando la infeccion en los
individuos, ofreciendo un diagnostico rapido para la aplicaciéon de un tratamiento

certero (Rossi y Urdaneta, 1997; Reyes y Ledn, 2002; Dimiceli, 2004).

En el diagnodstico de Entamoeba histolytica son implementadas otras técnicas
complementarias como son las tinciones tricromica y la coloracion de hematoxilina
férrica las cuales ayudan al analista a orientarse en cuanto a la diferenciacion de las

caracteristicas estructurales de la amibas (Alger, 1998; Yau et al., 2001).

Entamoeba histolytica es considerada un problema de salud ptblica, donde la
diseminacion y transmision de la enfermedad es facilitada por la mala higiene
personal, la falta de agua potable e inadecuada manipulacién de alimentos, resultando
afectada en su mayoria, las poblaciones de bajos recursos econdémicos y de extrema

pobreza (Fernandez et al., 1998; Valdez et al., 1999; Jackson, 2000).

La parasitosis producida por Entamoeba histolytica esta presente en todos los
continentes y es una infecciébn cosmopolita, con tasas de prevalencia elevadas en
diferentes zonas geograficas con saneamiento ambiental inadecuado, como ocurre en
los paises en vias de desarrollo y en los tropicales asi como, Asia, Africa y América

latina. A nivel de los paises latinoamericanos, México resultd de mayor endemia con



cifras de infeccion de hasta el 75,00%, Colombia de 45,00 a 60,00% y Chile de 18,00
a 20,00%. En Venezuela, se han reportado tasas variables de 6,80 a 42,00%,
distribuidas en 1,80 a 29,50% para las areas urbanas y hasta 20,00% en poblaciones

rurales (Reyes et al., 2004).

La prevalencia de las parasitosis intestinales en Venezuela no se diferencia de
las registradas en otros paises latinoamericanos con caracteristicas climaticas,
condiciones de insalubridad y pobreza semejante. Al respecto, en el estado Sucre, se
han reportado diferentes porcentajes para Entamoeba histolytica, asi lo sefala el
trabajo de Diaz (2004) quien obtuvo el 50,67% al evaluar 75 muestras diarreicas por
la técnica de ELISA para Entamoeba histolytica y el de Mora et al. (2005) quienes
publicaron una  prevalencia de 16,00% del complejo Entamoeba
histolytica/Entamoeba dispar al analizar 400 muestras de pacientes con sintomas
gastrointestinales por el método de solucion salina y lugol. Por otra parte, Martinez et
al. (2007) reportaron el 66,20% de Entamoeba histolytica en el estado Zulia en una

poblacion de 66 nifios de ambos géneros y en edades de 7 meses a 14 afos.

La importancia del diagnostico de Entamoeba histolytica radica en el hecho de
la aparicion de especies morfologicamente idénticas pero genéticamente distintas; una
denominada Entamoeba dispar descrita por Brumpt (1925) y la otra Entamoeba
moshkovskii, por Clark y Diamond (1991). Esta teoria esta sustentada por los estudios
de analisis de isoenzimas, tipificaciéon de antigenos de superficie con anticuerpos
monoclonales y por los estudios de biologia molecular (Urdaneta et al., 1998,
Cornejo et al.; 1999; Gutiérrez, 2007; Pinilla et al.; 2008). Esto ha traido variaciones
en cuanto a la prevalencia de Entamoeba histolytica a nivel mundial y su importancia
como patogeno en humanos, lo que cambia drasticamente la epidemiologia de la
amibiasis, ya que la mayoria de las infecciones asintoméaticas han sido atribuidas a
esta ameba (Chacin, 2001; Blessmann y Nupa, 2004). En este sentido, se planted la

necesidad de evaluar a Entamoeba histolytica y su relacion con los leucocitos fecales



en muestras diarreicas en pacientes provenientes de diferentes centros de salud de la

ciudad de Carapano, estado Sucre.



METODOLOGIA

Poblacion en estudio

Para este estudio, la muestra poblacional estuvo comprendida por individuos de
todas las edades y de ambos géneros provenientes del Laboratorio del Hospital
General “Dr. Santos Anibal Dominicci” y de los ambulatorios “Francisco Pachico
Aguilera” y “Otaola Rugliani” de la cuidad de Cartpano, estado Sucre, durante los
meses julio-octubre del 2008. A cada paciente se le solicitd por escrito su
consentimiento en la colaboracion de esta investigacion cumpliendo con los
lineamientos de la declaracion de Helsinki establecidos por la OMS, para trabajos de

investigacion en grupos humanos (Anexos 1, 2y 3) (OPS, 2000).

Obtencion de las muestra

Se recolectaron las muestras fecales y se solicitaron los resultados de las
mismas, en cada uno de los centros asistenciales, las cuales fueron analizadas como

se describe a continuacion:

Diagnostico Coproparasitoldgico

Examen directo (soluciéon salina al 0,85% vy lugol), el cual permitio la
visualizacion o busqueda de las diferentes formas parasitarias, el mismo comprendid
un estudio macroscépico donde se observaron las caracteristicas fisicas de la muestra
como aspecto, consistencia, color, olor, presencia o ausencia de moco, sangre, vermes
adultos y un estudio microscopico en el cual se colocd una gota de solucion salina
fisiologica y una de lugol en cada extremo de la l[dmina, con un aplicador de madera
se tom6 una pequeia porcion de materia fecal, previamente se mezcld e hizo una
suspension primero en la gota de solucion salina y luego en la de lugol, ambas
preparaciones se cubrieron con laminillas. Se observd al microscopio Optico con el

objetivo de 10X y 40X (Botero y Restrepo, 1998). Posteriormente, fueron trasladas al



Laboratorio Clinico privado Dr. “Santos Anibal Dominicci” para la realizacion de
técnicas de coloracion de Giemsa y del ensayo copro-inmunoenzimatico (ELISA),

cuyas metodologias se mencionan a continuacion.

Técnica de leucograma fecal

Esta técnica se baso en la deteccion de leucocitos en materia fecal con el fin de
orientar el posible agente invasivo, la cual consistio en realizar un frotis delgado con
materia fecal en una ldmina portaobjetos, se fijo el extendido con alcohol metilico
durante 3 min, teniendo la precaucion de no dejar que el alcohol se evaporara, se
cubrio la lamina con solucion de Giemsa diluida en proporcion 1:10, dejandola actuar
por 20 min, transcurrido el tiempo requerido, se lavo con agua destilada y se dejo
secar a temperatura ambiente, para luego, ser observada al microscopio dptico con
objetivos de 40 y 100X (Fleck y Moody 1988). El recuento diferencial de
segmentados neutréfilos, mononucleares y esosindfilos se realizd en base a 100

células segun el criterio establecido por Pinto, 2005.

Ensayo copro-inmunoenzimatico (ELISA)

Este ensayo se fundamento en la deteccion de un antigeno especifico de
Entamoeba histolytica a través de anticuerpos policlonales en los pozos de la placa
que detecta la adhesina del complejo Entamoeba histolytica /Entamoeba dispar y
anticuerpos monoclonales que captan especificamente ¢l antigeno Entamoeba
histolytica segiin protocolo del Kit Diagnostic Automation, Inc. CA. 91302./ USA-
Entamoeba histolytica,. ISO 13485-2003.

El diagnostico copro-inmunoenzimatico se realizd6 en aquellas muestras
diarreicas con presencia del complejo Entamoeba histolytica/ Entamoeba dispar, y

las observadas con trofozoitos hematdfagos asi como también un grupo de muestras



con observacion de Entamoeba coli y con leucocitos.

La técnica consistid en diluir previamente las muestras fecales, empleando
tubos Eppendorf plésticos con capacidad de 1,5 ml; a los cuales se les agregaron 400
ul del diluyente (Thimerosal 20X) a las muestras diarreicas, se mezclaron
cuidadosamente hasta el momento de ser vertidos a los pocillos correspondientes. Se
afiadio 1 gota del conjugado a cada pocillo de la placa. Posteriormente, se agregé 100
ul del control positivo al pocillo correspondiente y 100 ul del control negativo,
respectivamente. Se transfirieron 100 pul de las muestras diluidas en los tubos a sus
respectivos pocillos. Se cubrid la placa y se incubd a temperatura ambiente por 30
min, luego, se lavo la placa 3 veces. Se anadieron 200 pl de sustrato reactivol
(anticuerpo monoclonal anti-E. histolytica) a todos los pozos; se mezclaron e incubo
por 5 min y se lavd por 3 veces. Se afiadieron 200 pl del reactivo 2 (segundo
anticuerpo conjugado con peroxidasa), se incubo por 5 min y se lavé por 3 veces. Se
agregaron 200 pl del cromoégeno (tetramethylbenzidine-TMB) e incubd por 5 min.
Los resultados se realizaron cualitativamente mediante la visualizacion de un cambio
de color al agregar las 2 gotas de solucion de parada (acido fosforico 1M). La
observacion de un color amarillo evidencid la deteccion del antigeno Entamoeba

histolytica (Sharp et al., 2001).

Anadlisis estadistico

Los datos fueron expresados utilizando férmulas de prevalencia y frecuencia
para reflejar la aparicion de las especies en estudio, también se utilizo el analisis
estadistico chi cuadrado (y°) para establecer la asociaciéon de Entamoeba histolytica y

leucocitos fecales (Morales y Pino, 1995).



RESULTADOS Y DISCUSION

Analisis coproparasitoldgico

Un total de 209 resultados de muestras fecales,

fueron recolectados,

obteniéndose 130 parasitadas (62,20%), predominando los protozoarios en un 59,80%

(125/209) sobre los helmintos 8,61%

(18/209). De los protozoarios, Entamoeba

histolytica fue la especie de mayor frecuencia reportada en los centros asistenciales,

representando el 22,00%, en donde se observo la fase quistica en 18,66% (39/46) y la

fase trofozoitica en 3,35% (7/46), seg

parasitos intestinales, tal como se puede observar en la tabla 1.

astocystis sp. con 20,57% y otros

Tabla 1. Parasitos intestinales observados en muestras diarreicas de individuos
provenientes de diferentes laboratorios de la ciudad de Cartpano, estado Sucre,

durante los meses julio-octubre de 2008.

Parésitos intestinales N° Prevalencia ( %)
Entamoeba histolytica 46 22,00
Blastocystis sp. 43 20,57
Endolimax nana 28 13,40
Entamoeba coli 23 11,00
Giardia duodenalis 20 9,57
Chilomastix mesnili 15 7,18
Trichuris trichiura 11 5,26
Ascaris lumbricoides 5 2,39
Strongyloides stercoralis 2 0,96

N°: nimero; %: porcentaje

En la presente investigacion se registrd un elevado porcentaje de parasitosis

intestinales (62,20%) en donde se evidencidé que mas de la mitad de la poblacion,

estaba en su mayoria parasitada, por protozoarios.

Al respecto, Traviezo et al. (2006) obtuvieron una prevalencia de parasitosis

10



intestinales en un 47,00% al evaluar pacientes de todas las edades y ambos sexos del
municipio Palavecino, estado Lara, asi como también, Devera et al. (2007)
registraron cifras del 45,70% de prevalencia de pardasitos intestinales, al estudiar la
poblacion del Instituto Nacional del Menor en Ciudad Bolivar, relacionando estos
resultados con niveles socioecondémicos bajos e inadecuados habitos higiénicos y

sanitarios.

En las muestras parasitadas se pudo apreciar que los protozoarios predominaron
sobre los helmintos con 59,80% y 8,61%, respectivamente, hallandose a Entamoeba
histolytica y Blastocystis sp. como los mas frecuentes, mientras que en helmintos
resultd Trichuris trichiura. Esto pone en evidencia que la poblacion en estudio esta
sometida a una exposicion continua a diferentes enteroparasitos, debido en su
mayoria a elementos contaminantes en el ambiente, lo que permite la permanencia y

difusion de las formas evolutivas infectantes de estos parasitos (Botero y Restrepo,

2008).

Entamoeba histolytica es considerada un problema de salud publica debido a su
alta prevalencia en paises en vias de desarrollo, en el presente estudio fue reportada
como el principal protozoario en las muestras de consistencia blanda y liquida, asi
como también con presencia de moco y sangre, caracteristicas que orientan en su
diagnostico dado la patogenicidad de la especie a nivel intestinal. Por otro lado,
factores como, el consumo de agua no potable, los malos habitos de higiene personal
y carencia en los servicios basicos, pueden estar vinculadas a estas infecciones por
Entamoeba histolytica u otros protozoarios intestinales encontrados en los individuos

en estudio (Gémez et al., 2007).
Es de sefalar que la prevalencia para Entamoeba histolytica que muestra la

tabla 1, fue obtenida a través de examen directo con solucion salina al 0,85% y lugol,

de utilidad para la identificacion de pardsitos intestinales como protozoarios y
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helmintos, con la particularidad que para Entamoeba histolytica, se deben tomar
consideraciones como la prontitud en el analisis de la muestra para la observacion de
trofozoitos hematoéfagos caracteristicos. Dado que los quistes son morfologicamente
iguales a Entamoeba dispar y Entamoeba moshkovskii, asi como facilmente
confundibles con células como leucocitos y macrofagos, es por ello que las
caracteristicas morfologicas observadas en el examen directo no constituyen ser
criterio para identificar a Entamoeba histolytica, y en este sentido debe reportarse
Entamoeba histolytica/Entamoeba dispar. De esto se deriva la importancia de la
aplicacion de técnicas complementarias como: coloraciones (hematoxilina férrica,
tricromico), técnicas serologicas: copro-antigenos (ELISA) y estudios de ADN del
parésito a través de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), para el diagnostico
de la especie patdgena, lo cual permitiria con exactitud ofrecer resultados confiables

(Gallego et al., 2003; Araujo et al., 2008; Trejos y Castano, 2009).

En una investigacion sobre prevalencia del complejo Entamoeba histolytica/
Entamoeba dispar en 400 pacientes con sintomas gastrointestinales de diarrea, en
Cumand, estado Sucre se reportd el 16,00% de prevalencia para el complejo
mencionado, indicando que existe en la poblacion un problema de salud publica que

debe ser abordado por las autoridades sanitarias (Mora et al., 2005).

Blastocystis sp. fue el segundo parasito en frecuencia (20,57%) lo que es
comparable con diversos trabajos realizados en poblaciones rurales y urbanas en
paciente con y sin sintomatologia clinica (Devera et al., 2007; Rodriguez et al., 2008;
Chincha et al., 2009; Mora et al, 2009; Rivero et al., 2009). Estudios
epidemioldgicos sefialan a este protozoario asociado a cuadros de diarrea,
considerandolo como nuevo pardsito patdégeno intestinal que se encuentra en muestras
de heces de personas sintomdaticas y asintomdticas pero principalmente frente a un
comportamiento oportunista, en especial, en pacientes inmunodeficientes (Muios y

Frade, 2005; Velarda y Mendoza (2006). Por su parte, Arias et al. (2010) sugieren
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hacer un estudio de asociacidon casual que permita conocer la participacion de este

parésito como agente patogeno.

De acuerdo a los reportes obtenidos de los exdmenes directos realizados en
distintos centros asistenciales de la Ciudad de Cartpano, se encontr6 que 17 de 46
muestras (43,59%) que presentaron Entamoeba histolytica, estaban acompanadas de
otras especies, encontrandose a Blastocystis sp. y Giardia duodenalis en igual
numero de aparicion (6), mientras que parasitos como Entamoeba coli, Chilomastix
mesnili y Strongyloides stercorales fueron escasos en las muestras con Entamoeba

histolytica al examen directo (Tabla 2)

Tabla 2. Asociacion de Entamoeba histolytica con otros parasitos determinados a
través del examen directo en diferentes laboratorios de la ciudad de Cartpano, estado
Sucre, durante los meses julio-octubre de 2008.

Entamoeba histolytica

Parasitos Presente Ausente Total Chi-cuadrado
N° N° N° )
Blastocystis sp. 6 40 46 p: 0,2209; 1,50 ns
Endolimax nana 5 41 46 p: 0,7453; 0,11 ns
Entamoeba coli 1 45 46 p: 0,0574; 3,61 ns
Chilomastix mesnili 1 45 46 p: 0,2439; 1,36 ns
Giardia duodenalis 6 40 46 p: 0,5331; 0,39 ns
Trichuris trichiura 2 44 46 p: 1,0000; 0,00 ns
Ascaris lumbricoides 2 44 46 p: 0,6625; 0,19 ns
Strongyloides stercoralis 1 45 46 p: 0,9183; 0,01 ns
x2 = ns(no significativo); p>0,05 N°: nimero

Al aplicar el Chi- cuadrado (y3°) no se encontrd asociacion estadistica de
Entamoeba histolytica con alguno de los parasitos reportados al examen directo.

En este sentido, se podria deducir, que las especies involucradas pudieran tener
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participacion o ser responsables de los cuadros diarreicos, quizds una en mayor grado
que otra, dependiendo de las densidades parasitarias y las interacciones entre los
mismos, si existen. Estas infecciones por dos o mas pardsitos, pueden estar
relacionadas con el hecho de que comparten la misma via de transmisién fecal-oral;
asi como también, estos individuos pudieran tener similares factores de riesgo
asociados con la adquisicion de la infeccion y/o estar expuestos a la susceptibilidad

especifica a estas especies (Botero y Restrepo, 2008 ).

En contraste con estos resultados, Rodriguez (2009), al evaluar a Entamoeba
histolytica y Entamoeba dispar en individuos sintomaticos y asintomaticos a través
de metodologia convencional y molecular, encontré asociacion significativa de
Entamoeba histolytica con Blastocystis sp., proporcion de probabilidad (OR*) 6,2; P:
0004 con p<0,05.

Por otro lado, en cuanto a la realizacion del leucograma fecal, 61 muestras
resultaron con presencia de leucocitos lo que represent6 el 29,19%, de las cuales, 27
presentaron Entamoeba histolytica (12,92%) mientras que las 34 restantes
correspondieron a muestras sin Entamoeba histolytica (16,27%) como lo sefala la
tabla 3.

Tabla 3. Leucocitos fecales en muestras diarreicas con o sin Entamoeba histolytica,
observados al examen directo, en diferentes laboratorios de la ciudad de Carupano,
estado Sucre, durante los meses julio-octubre de 2008.

Leucocitos fecales

Entamoeba histolytica Presencia Ausencia Total
N° % N° % N°

Presente 27 12,92 19 9,09 46
Ausente 34 16,27 129 61,72 143
Total 61 29,19 148 70,81 209

N°: Numero; %: Porcentaje
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Al comparar los resultados del leucograma fecal con los examenes directos
obtenidos en los distintos centros asistenciales, se pudo observar que, la presencia o
ausencia de leucocitos fecales, no es un parametro indicativo de amibiasis, ya que se

encontraron en mayor cantidad de muestras sin Entamoeba histolytica.

En cuanto al recuento diferencial leucocitario realizado, se obtuvo un
predominio de segmentados neutrdfilos con un promedio de 75,00%, seguido de
mononucleares con 21,00% y por ultimo, eosinofilos en 4,00%. Al respecto, Vélez
(2003) senala que la prueba diferencial de leucocitos en heces tiene una sensibilidad
que varia de 45 a 95,00%. Los leucocitos estan presentes en las heces, por diversas
causas como por ejemplo: enfermedades intestinales inflamatorias, bacterianas y
parasitarias. El hallazgo de 5 o mas leucocitos por campo en heces indica enfermedad

diarreica inflamatoria.

El empleo del ensayo copro-inmunoenzimatico evidencié la presencia del
antigeno especifico de Entamoeba histolytica en los individuos estudiados. Este
ensayo se aplic6 en muestras cuyos resultados al examen directo, obtenidos en los
distintos centros asistenciales, presentaron Entamoeba histolytica (46); una de las
cuales estaba co-infectada con Entamoeba coli y 28 de ellas presentaban leucocitos,
23 muestras parasitadas con Entamoeba coli de las cuales 5 presentaron leucocitos y
23 muestras con leucocitos fecales solamente. La interpretacion del resultado
obtenido en la presente investigacion por la técnica ELISA fue cualitativa, mediante
la visualizacion de color al ser comparado con el control positivo, el color amarillo de
mayor o igual intensidad del control positivo determind la reaccion indicando la

deteccion del antigeno de Entamoeba histolytica.
Del total de muestras analizadas so6lo 5 resultaron positivas a la técnica, 3

correspondieron a las observadas al examen directo con quistes Entamoeba

histolytica y 2 con quistes y trofozoitos de Entamoeba histolytica, lo que represento

15



el 5,43% del total de la poblacion analizada como lo muestra la tabla 4.

Tabla 4. Deteccion del antigeno de Entamoeba histolytica por el método de ELISA en
muestras de heces observadas al examen directo con Entamoeba histolytica,
Entamoeba coli y leucocitos, en diferentes laboratorios de la ciudad de Cartipano,
estado Sucre, durante los meses julio-octubre de 2008.

Copro-inmunoenzimatico (ELISA)

Examen directo Positivos Negativos Total

N° % N° % N°
Entamoeba histolytica 5 5,43 41 44,56 46
E. histolytica con Entamoeba coli 0 0,00 1 1,09 1
Entamoeba coli 0 0,00 17 18,48 17
Entamoeba coli con leucocitos 0 0,00 5 5,43 5
Leucocitos 0 0,00 23 25,00 23
Total 5 5,43 87 94,57 92

N°: namero; %: Porcentaje

Se pudo apreciar en los resultados, la poca frecuencia del antigeno de
Entamoeba histolytica en la poblacion analizada, al ser comparada con los resultados
que registro el examen directo, que reflejé 7 muestras con trofozoitos de Entamoeba
histolytica y 39 con observaciones de quiste de la especie, originando un elevado
porcentaje de falsos positivos, lo que permitié deducir que en los diferentes centros
en donde se procesaron los examenes directos se incurri6 en sobreestimacion de este

protozoario, quizas al confundir con leucocitos u otras amibas.

Al respecto, Fonte (2000) menciona, que pueden confundirse con mucha
frecuencia trofozoitos amebianos con leucocitos, de manera particular con
macrofagos que han fagocitado hematies y quistes de otras amibas, lo que conduce en
muchas ocasiones a falsos positivos. Es de sefialar, que las muestras no identificadas
como Entamoeba histolytica, pudieran corresponder a la especie no patogena

Entamoeba dispar.

En base a lo anteriormente expuesto, se considera importante que en los
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laboratorios clinicos se apliquen técnicas especificas que ayuden a identificar a la
especie patogena. Si bien, las técnicas moleculares requieren de equipos y reactivos
costosos, ademas de un personal entrenado, las técnicas serolégicas como por
ejemplo el ELISA orientadas a la identificacion de antigenos directo en la muestra
fecal son de facil ensayo, rapidez y a la vez ofrece la deteccion de una infeccion
aguda. Es notorio en la presente investigacion que en los diferentes laboratorios
seleccionados, se desconocen los criterios para reportar esta especie y las
implicaciones en su diagnostico, debido a que todas las muestras fecales fueron
reportadas como Entamoeba histolytica, sin tomar en cuenta la propuesta de la
Organizaciéon Mundial de Salud (1997).

En cuanto a los resultados aqui obtenidos, se pudo relacionar con un trabajo
realizado en una poblacion rural de Cundinamarca, donde se evaluaron 104 muestras
de individuos de todas las edades, donde se detectaron 23 muestras con el complejo
Entamoeba histolytica/Entamoeba dispar de las cuales, solo 2 fueron identificadas
por copro-ELISA, lo que represent6 el 8,69% de Entamoeba histolytica indicando la

baja prevalencia de la especie patogena en la region (Guzman et al., 2001).

En otro estudio, reportado por Ramirez et al. (2008) sobre diferenciacion de
Entamoeba histolytica/Entamoeba dispar por ELISA, evaluaron en 80 muestras la
presencia de quistes de las especies anteriormente mencionadas y al aplicar el ensayo
inmunoenzimatico (Ridascreen), se detecto s6lo el 11,00% de antigeno de
Entamoeba histolytica, y concluyeron que el resto de las muestras (69) correspondian

a Entamoeba dispar u otra amiba o célula de forma y tamafo similar.

Mora et al. (2008) mencionaron que existe una sobreestimacion de la
amibiasis, en un estudio realizado a 428 individuos con sintomatologia
gastrointestinal de diarrea de la ciudad de Cumand, estado Sucre, cuando fueron

comparados los resultados de PCR utilizando cebadores especificos de cada uno de
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las especies en estudio, se obtuvo para Entamoeba histolytica 6,31% y para
Entamoeba dispar 4,44% de prevalencia, mientras que el examen directo reflejo un
20,09% para Entamoeba histolytica/ Entamoeba dispar. Ademas la PCR, permitio

registrar 4 infecciones mixtas Entamoeba histolytica/ Entamoeba dispar.

En la tabla 5, se muestra que la presencia de leucocitos fecales fue del 100,00%,
en las 5 muestras que resultaron positivas al antigeno de Entamoeba histolytica, y al
analizar estos resultados estadisticamente se obtuvo, asociacién entre estas dos

variables (X2 =4,13*; p: 0,0422; *significativo p< 0,05).

Posiblemente estos pacientes, se encontraban en la etapa inicial de la amibiasis,
en donde los mecanismo liticos del parasito, no han podido destruir los
polimorfonucleares presentes; sin embargo, su presencia no es determinante en el
diagnéstico de la especie, aun cuando puede ser de orientacion para el analista cuando
se inicia la infeccion amebiana, ademas aunque hubo asociacion estadistica, el
hallazgo de leucocitos no permite sugerir la presencia de Entamoeba histolytica, ya
que en el mayor niimero de muestras donde estuvieron presentes no se evidenci6 el

parasito.

Al respecto, Beltramino et al. (2009), en investigacion de sobrediagnodstico de
amibiasis en nifios con disenteria, observaron, en la totalidad de muestras analizadas
(75) a través de la evaluacion macro y microscopica, la presencia de sangre y
leucocitos fecales, sin embargo al aplicar la técnica de ELISA (adhesina Eh) s6lo se

detect6 Entamoeba histolytica en 21/75.
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Tabla 5. Presencia de leucocitos fecales en muestras procesadas por ELISA de
individuos provenientes de diferentes laboratorios de la ciudad de Cartipano, estado
Sucre, durante los meses julio-octubre de 2008.

Leucocitos fecales

Entamoeba histolytica Presentes Ausentes

N° N° % N° %
Positivos 5 5 5,43 - -
Negativos 87 56 60,90 31 3,69
Total 92 61 66,30 31 100,00

xzz 4,13%; p: 0,0422; *Significativo (p< 0,05) con correccion de Yates; N°: nimero

Por otra parte, los leucocitos fecales han sido objeto de estudio en
investigaciones sobre su relacion al comportamiento en infecciones bacterianas, asi se
tiene el trabajo realizado por Cuartas et al. (2008) quienes evaluaron la especificidad
y sensibilidad de leucocitos en materia fecal para predecir la presencia de bacterias
Salmonella o Shigella en pacientes con enfermedad diarreica aguda y sefialaron que
la sensibilidad de la prueba descendid y su especificidad aumentd en la medida en
que se incrementaba el recuento de leucocitos en la materia fecal. También, Tomat et
al. (2009), senalaron que los leucocitos en heces son observados en la fase aguda, y
de fiebre en pacientes con disenteria por bacterias como Shigella, Salmonella,

Campylobacter y Escherichia coli enteroinvasiva.

Segun Fonte (2000), en una invasion amebiana, se observa un intenso flujo de
estas células al sitio donde se desarrolla la agresion. Este reclutamiento leucocitario
es consecuencia de la liberacion de elementos quimiotacticos por los trofozoitos de
Entamoeba histolytica, sobre todo de la secrecion de IL-8 por las células del epitelio
intestinal del hospedero ante la presencia de este protozoo. Sin embargo, poco tiempo
después, muchas de las células inflamatorias en las lesiones son escasas debido a que
son victimas de los mecanismos liticos del parésito antes de que puedan realizar sus

funciones defensivas.

Existen evidencias que sefalan a la inmunidad mediada por células como
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protectora ante la amibiasis o reinfeccion por Entamoeba histolytica, en base a esto
algunos autores han sugerido que cuando este tipo de respuesta inmunoldgica se
encuentra deprimida se observa un incremento de la invasion por parte del parasito y
un aumento en la severidad del cuadro clinico (Ghadirian et al., 1983; Denis y

Chadee, 1987; Wang et al., 1992; Pérez y Kretschmer, 1994; Fonte, 2000).

Por lo anteriormente expuesto y debido a la escasa frecuencia de Entamoeba
histolytica en la poblacion, se evidencia que estd sobreestimado su registro en los
centros de salud que colaboraron en esta investigacion, lo que ha conllevado, muy
probablemente, a la aplicacion de tratamientos errados, sin atacar al agente causal de
la diarrea y, posiblemente, alterando la flora intestinal de los pacientes reportados con

Entamoeba histolytica.

Es por ello, que se debe unificar el criterio en cuanto a reporte propuesto por la
OMS, en todos los laboratorios clinicos, cuando no se distinga la especie patdgena de
otras amibas u otras células; asi como también, la solicitud de recursos para la

aplicacion de técnicas precisas que permitan ofrecer resultados confiables.
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CONCLUSIONES

La presencia o ausencia de leucocitos fecales resulto ser una herramienta qtil,

sin embargo no es determinante en la infeccion por Entamoeba histolytica.

Se evidenciaron pocos casos de Entamoeba histolytica, por ELISA, en la

presente investigacion.

Aunque Entamoeba histolytica estuvo acompafiada de otros parasitos, no se

encontrd asociacion estadistica con ninguno de los géneros y especies observadas.
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ANEXO
CONSENTIMIENTO VALIDO

Bajo la coordinacién de la Profa. Leonor Mora, profesora de la Universidad de
Oriente nucleo de Sucre, se estd realizando en proyecto de investigacion intitulado:
“EVALUACION DE Entamoeba histolytica Y SU RELACION CON LEUCOCITOS
FECALES EN MUESTRAS DIARREICAS DE PACIENTES PROVENIENTES DE
DIFERENTES CENTROS DE SALUD DE LA CIUDAD DE CARUPANO,
ESTADO SUCRE.”, cuyo objetivo general es: Evaluar Entamoeba histolytica y su
relacion con leucocitos fecales en muestras diarreicas de individuos procedentes de
diferentes centros de salud de la ciudad de Cartpano, estado Sucre.

Yo:

C.I: Nacionalidad:

Estado civil: Domiciliado en:

Siendo mayor de 18 afios, en uso pleno de mis facultades mentales y sin que medie
coaccion ni violencia alguna, en completo conocimiento de la naturaleza, forma
duracion, proposito, inconvenientes y riesgos relacionados con el estudio indicado,

declaro mediante la presente:

1. 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 llevado a cabo en la Universidad de Oriente, nticleo
de Sucre intitulado: “Evaluacion de Entamoeba histolytica y su relacion con
leucocitos fecales en muestras diarreicas de pacientes provenientes de
diferentes centros de salud de la ciudad de Cartpano”. Tener conocimiento
claro de que el objetivo del trabajo antes mencionado: Evaluar, Entamoeba
histolytica y su relacion con leucocitos fecales en muestras diarreicas de
individuos procedentes de diferentes centros de salud de la ciudad de

Cartipano, estado Sucre. conocer bien el protocolo experimental expuesto por



el investigador, en el cual se establece que mi participaciéon en el trab
consiste en: donar de manera voluntaria una muestra de heces, la cual sera
analizada por una persona capacitada y autorizada por el licdo. Pedro
Hernandez, colaborador del proyecto.

Que la muestra de heces que acepto donar serd unica y exclusivamente para
realizar el examen coproldgico, y determinacion de antigenos -Entamoeba
histolytica.

Que el equipo de personas que realiza esta investigacion coordinada por el
licenciado Pedro Herndndez 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 ningtn concepto podré restringir el uso para fines académicos de los
resultados obtenidos en el presente estudio.

Que mi participacion en dicho estudio no implique riesgo ni inconveniente
alguno para mi salud.

Que cualquier pregunta que tenga en relacion con este estudio me serd
respondida oportunamente por parte del equipo de personas antes
mencionadas, con quienes me puedo comunicar por el teléfono 0416-7930318
con el bachiller Leonor Gonzélez.

Que en ningin momento se me ha ofrecido, ni pretendo recibir ningun
beneficio de tipo econdomico producto de los hallazgos que se puedan producir

en el referido proyecto de investigacion.
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ANEXO 2
DECLARACION DEL INVESTIGADOR

Luego de haber explicado detalladamente al voluntario la naturaleza del protocolo
mencionado, certifico mediante la presente que a mi leal saber, el sujeto que firma
este formulario comprende la naturaleza, requerimientos, riesgos y beneficios de su
participacion en este estudio. Ningun problema de indole médica, de idioma o de
instruccion ha impedido al sujeto tener una clara comprension de su compromiso con

este estudio.

Por el proyecto: “EVALUACION DE Entamoeba histolytica Y SU RELACION
CON LEUCOCITOS FECALES EN MUESTRAS DIARREICAS DE PACIENTES
PROVENIENTES DE DIFERENTES CENTROS DE SALUD DE LA CIUDAD DE
CARUPANO, ESTADO SUCRE.”

Nombre:

Lugar y Fecha:




ANEXO 3

AUTORIZACION

Yo , portador de C.IL , (paciente)

autorizo a la Br: Leonor T. Gonzalez D. C.I.: 13.772.772, a analizar la muestra de
heces cuyo resultado sera usado en el desarrollo de su trabajo de grado que lleva por
nombre: “EVALUACION DE Entamoeba histolytica Y SU RELACION CON
LEUCOCITOS FECALES EN MUESTRAS DIARREICAS, DE PACIENTES
PROVENIENTES DE DIFERENTES CENTROS DE SALUD DE LA CIUDAD DE
CARUPANO, ESTADO SUCRE.” Ademas otorgo el consentimiento para que los
datos generados puedan ser utilizados para el estudio, sin revelar nombres y sean

entregados a la brevedad posible.

En este estudio se seguiran los lineamientos establecidos en la declaracion de
Helsinki entre los cuales destacan que este trabajo de investigacion estara solo a cargo
de personas con la debida preparacion cientifica y bajo la vigilancia de un profesional
de la salud, por otra parte se respetara el derecho de cada individuo participante en la
investigacion a salvaguardar su integridad personal, se adoptaran las precauciones
necesarias para respetar su intimidad y reducir al minimo las precauciones del estudio

sobre la integridad fisica y mental del paciente.

Firma
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