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Resumen

Introduccion: La Entamoeba histolytica es el agente causal de la disenteria
amebiana, se trata de un patdégeno de importancia epidemiolégica porque se
constituye en la tercera causa de mortalidad debida a infeccion parasitaria. Su
deteccién es muy importante ya que al tener igual morfologia que las especies
no patdgenas Entamoeba dispar y Entamoeba moshkovskii, se requiere la
realizacion del diagndstico diferencial a través de la técnica ELISA, por ser ésta
especifica y sensible.

Objetivo: Determinar la prevalencia de infecciones por Entamoeba histolytica

en nifios menores de cinco afos que acuden al Hospital Materno Infantil
Reidun Roine del municipio de Riberalta (Beni, Bolivia) con cuadro diarreico.

Material y métodos: En el periodo de agosto 2013 a diciembre 2013 fueron
evaluadas muestras uUnicas de heces frescas de 156 nifios. Cada muestra fue
evaluada por el método Directo, método de Ritchie modificado, citologia de
moco fecal y ELISA para deteccion de antigenos de E. histolytica.

Resultados: Se pudo determinar que las amebas del complejo Entamoeba
histolytica fueron las mas frecuentes (64.7%) seguidas de infecciones por
Giardia lamblia, Trichomonas hominis, Chilomastix mesnilii, Ascaris
lumbricoides, Hymenolepis nana y Blastocystis hominis, respectivamente. Los
sintomas y signos mas frecuentes presentes en los pacientes fueron vémitos,
dolor abdominal y fiebre. De un total de 156 muestras analizadas por el método
ELISA, 9 (5.8%) dieron positivo para infeccion por E. histolytica, siendo 6
(66.7%) de sexo femenino y 3 (33.3%) de sexo masculino (p=0.733). En
cuanto a la presencia de sangre en las heces 6 (66.7%) de los pacientes con E.
histolytica dieron positivo (p<0.001, OR=71.5 (IC 95% 12.99-393.45).

Conclusiones: Mediante el presente estudio se pudo confirmar por primera
vez en area amazonica boliviana la presencia de infecciones por Entamoeba
histolytica en nifios menores de 5 afos. Debido a su alta sensibilidad y
especificidad y facilidad técnica, el método ELISA deberia ser incorporado
como método de diagnostico en los laboratorios de los establecimientos de
salud del municipio. También es importante considerar la realizacién de mas
estudios que permitan evaluar la prevalencia del protozoo en otros municipios y
localidades de la regibn amazdnica boliviana.

Palabras clave: Entamoeba histolytica; Inmunodiagnéstico, Amebiasis, Bolivia



Juk’aptawi

Qalltawi: Entameoba histolytica uka laquwa juchani disenteria amebiana jan walt’awi
utjafiapataki, ukhamatwa uka laq’'uxa kimsiri jisk’a lalanakar jan walt'ayas jiwafar
puriyir jakhun jikxatasiraki laqunak tugit usuntayirjama. Uka jan walt’ayir Entamoeba
dispar ukhamaraki Entamoeba moshkovskii jan walt'ayir lag’'unaka usutapa
uit'afatakix ELISA yant'awi thakinjamaw lurafi wakisi.

Amtawi: Qawgha jisk’a lalanakas phisga maranit aynachan qutunkirinakat, khaysa
jach’a qullafa wawaninakan ukhamaraki wawanakan “Reindun Roine” sutin utaru,
wichu usu entamoeba histélitica sat sutimpi uit'at usuta ufjayasiri khaysa Municipio
de Riberalta markankirinakax puripxi, uksat amta phugafani.

Yanaka thakhi: Entamoeba histolytica laq’'unaka katjafatakixa, chigap thakhi
ukharusti Ritche modificado thakhi, ukhamaraki citologia de moco fecal y ELISA
tugwa katjataspa. Pataka phisgakunta suxta wawanakan, chhuyu jamanakatwa
lakani phaxsita jallu gallta phaxsikama pa waranga tunka kimsani marana yant'awiru
uskusiwawi. Yantawi amta phughawinxa ufstawayiwa jilpachaxa (64.7%)
Entamoeba histolytica, ukxarusti Giardia lamblia, Trichomonas hominis, chilomastix
mesnilii, Ascaris lumbricoides, Hymenolepis nanay Blastocystis homini, laq’unakaw
chikanchasi. Aknir usuruxa Wagq’agifia ukhamarusa purak usu ukhamaraki janchi
samana juntuwa ghananchi. ELISA thakhimpixa yantawi Iurasaxa Pataka
phisqatunka suxtani wawanakatxa, 9(5.8 %) Entamoeba histolytica laq unipxiwa.
6(66,7 %) imill wawanaka ukxarusti 3(33.3%) llugall wawanakaraki (p=0.733)
ukampisa yagha yantawixa jamampi wilampi chikt'atawa utiki ukanxa 6 (66.7%) E.
histolytica ukanipxaraki.

Tukt’ayawi: ELISA thakhimpi Phisga maraninakat aynachankir wawanakar nayrir
yantawi lurataxa, khaysa junt'u uragi amazdnica utjki kollasuyu markasanxa uka
lurawinakwa ghananchistu, Entamoeba histolytica lag’'umpiwa jani yaqasifia
utxatapata usuntapxi, ukxarusti uksa qullayasifia utanakanxa uskutafiapawa “ELISA
thakhi” yantawinaka aknir lag’unakat pachaparjam katjafataki pachpa muninicipiona.
Ukhamaraki wali wakiskiriwa yagha municipionakana ukhamarus jisk’a markanakans
uka pachpa yanaka utjafiapa Kullasuyu markasana ukhamata taqinis k'umara
sarnaqgasipxafaptaki.



Vii

Resumo

Introducdo: A Entamoeba histolytica é o agente etiolégico da disenteria amebiana e
trata-se de um patdgeno de importancia epidemiolégica porque se constitui na
terceira causa de mortalidade devido a uma infec¢do parasitaria. A deteccdo desta
ameba é muito importante porque ao ter morfologia similar as espécies nao
patégenas Entamoeba dispar y Entamoeba moshkovskii, se requer a realizacao de
um diagnostico diferencial através da técnica de ELISA, por esta ser especifica e
sensivel.

Objetivo: Determinar a prevaléncia de infecgbes por Entamoeba histolytica em

criangcas menores de cinco anos que se apresentem ao Hospital Materno Infantil
Reidun Roine do municipio de Riberalta (Beni, Bolivia) com quadro diarreico.

Material e métodos: No periodo de agosto de 2013 a dezembro de 2013 foram
avaliadas mostra Unicas de fezes frescas de 156 criancas. Cada amostra foi
avaliada pelo método Direto, método de Ritchie modificado, citologia do muco fecal e
ELISA para detecgcdo de antigenos de E. histolytica.

Resultados: As amebas do complexo Entamoeba histolytica foram as mais
frequentes (64.7%) seguidas de infec¢des por Giardia lamblia, Trichomonas hominis,
Chilomastix mesnilii, Ascaris lumbricoides, Hymenolepis nhana e Blastocystis hominis,
respectivamente. Os sintomas e sinais mais frequentes presentes nos pacientes
foram vémitos, dor abdominal e febre. De 156 amostras analisadas pelo método de
ELISA, 9 (5,8%) foram positivas para infeccédo por E. histolytica, sendo 6 (66,7%) do
sexo feminino e 3 (33,3%) do sexo masculino (p= 0.733). Sobre a presenca de
sangue nas fezes, 6 (66,7%) dos pacientes com E. histolytica foram positivos
(p<0.001, OR=71.5 (IC 95% 12.99-393.45)).

Conclusdes: No presente estudo se confirmou por primeira vez, em area amazonica
boliviana, a presenca de infecgées por Entamoeba histolytica em criangas menores
de 5 anos. Devido a sua alta sensibilidade e especificidade e facilidade técnica, o
método de ELISA deveria ser incorporado como método de diagnéstico nos
laboratorios dos estabelecimentos de salude do municipio. Também é importante
considerar a realizacdo de mais estudos que permitam avaliar a prevaléncia do
protozoario em outros municipios e localidades da regido amazonica boliviana.

Palavras chave: Entamoeba histolytica; Imunodiagndstico, Amebiase, Bolivia
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“PREVALENCIA DE E. HISTOLYTICA EN NINOS MENORES DE 5 ANOS QUE
ACUDEN AL HOSPITAL MATERNO INFANTIL REIDUM ROINE DE
RIBERALTA”

1. INTRODUCCION
La Entamoeba histolytica es el protozoario patdgeno causante de la infeccion
invasiva intestinal y extra intestinal denominada amebiasis, afeccion cosmopolita que

tiene especial incidencia en los paises tropicales y sub tropicales.*

La deteccion de E. histolytica, agente causal de la amebiasis, es de suma
importancia particularmente en paises en vias de desarrollo, puesto que después de
la malaria y la esquistosomiasis, se constituye en la tercera causa de mortalidad
debida a infecciones parasitarias. En cuanto a la relacion parasito — hospedador,
durante décadas se tratd de explicar la gran discrepancia existente entre el nimero
de infectados asintomaticos y los que desarrollaban la enfermedad, dando lugar a
confrontar las hipotesis de que se tenia un pardsito tisular obligatorio y comensal
gue potencialmente podia causar enfermedad, o que en realidad se trataban de dos
especies morfolégicamente iguales, la E. dispar y la E. dysenteriae, siendo ésta
altima la especie patdégena, que en algunos casos podia llegar a causar infecciones

asintomaticas.

Posteriormente mediante el analisis electroforético de las isoenzimas de
amebas en cultivo, se demostré la existencia de zimodemos patdgenos en las
amebas invasivas y zimodemos no patdégenos en las no invasivas. Estos estudios
confirmaron el concepto de que lo que se consideraba como E. histolytica se trataba
en realidad de dos especies morfolégicamente iguales. Subsecuentemente, se
demostraron diferencias genéticas y se propusieron los nombres E. histolytica y E.
dispar para estas dos especies. La primera es un patégeno potencial causante de la
amebiasis y la segunda es un comensal. Mas adelante se describio la presencia de
la E. moshkovskii, indistinguible morfolégicamente de las dos especies anteriores, y
gue si bien fue descrita inicialmente en aguas servidas, en estudios recientes ha sido

identificada en humanos de diversos paises. 2

Sin embargo, lo que si esta claro es que no todas las infecciones con E.

histolytica conducen a la enfermedad y que soélo una de cada 10 infecciones



progresan hacia el desarrollo de manifestaciones clinicas. La redescripcion de E.
dispar y la identificacién de E. moshkovskii en el hombre han tenido un gran impacto
en el conocimiento de la amebiasis con implicaciones clinicas y epidemiologicas.
Como consecuencia, es necesaria la reevaluacion de estos aspectos, mediante el
uso de técnicas confiables que permitan realizar la diferenciacion de las dos

especies morfolégicamente iguales. 2

1.1. Perspectivas Historicas

La historia de E. histolytica ha sido muy confusa. Ningun parasito ha sido tan
erroneamente diagnosticado como esta ameba y a muy pocos agentes patégenos se
le han atribuido tan amplio espectro de manifestaciones clinicas. La historia de la
amebiasis, desde su inicio, se ha enfocado en el papel que E. histolytica pudiera
desempefiar como agente causal de enfermedad y se desarrolld6 un cuadro muy
controversial de la relacién parasito-hospedador. La revision de la historia antigua
del parasito revela como surgieron los diversos conceptos erroneos acerca del

mismo. 3

Lambl fue el primero en identificar amebas en el contenido intestinal del
hombre en 1859, pero no le dio importancia al hallazgo. Losch, en 1875, fue el
primero en darle significacion a una ameba que observd en las heces y Ulceras del
colon de un paciente y presentd una excelente descripcion de la condicion clinica,
hallazgos de necropsia y del parasito. Sin embargo, no consider6é la ameba como
patdégena y la denomind Amoeba coli. Koch, en 1883, describié casos de disenteria
donde se observaron amebas idénticas a las descritas por Losch, en Ulceras
intestinales. Kortulis, 1885-1891, identific6 amebas en los tejidos adyacentes a las
ulceras intestinales y las consider6 como las causantes de la “disenteria tropical’

que él habia descrito.

Mas tarde, observd las amebas en el pus de abscesos hepaticos y en un
absceso cerebral. A este autor se le ha dado el crédito de descubrir la relacion
causa-efecto de las amebas y estos procesos patolégicos Counneilman y Lafleur en
1891 hicieron una descripcidon magistral, insuperable del absceso hepéatico amibiano
(AHA). Ellos consideraron que no era inflamatorio sino “causado por necrosis,
reblandecimiento y licuefaccidon del tejido” y que las amebas no estaban asociadas a

otros organismos. Denominaron a la ameba Amoeba dysenteriae.*



En Alemania, Quincke y Ross en 1893 y Huher y Shaudin en 1903
demostraron la fase quistica del parasito. Huber realizé la primera descripcion del
nimero y caracteristicas de los nicleos de Entamoeba histolytica, pero Schaudinn
desestimé el trabajo de este autor, que era su alumno, y considerd que estos quistes
pertenecian a otra especie que él mismo habia observado y para la cual habia
propuesto el nombre de E. tetrdgena; también diferenci6 E. coli de la ameba
hematofaga que él llamoé E. histolytica. Varios investigadores creyeron que los

quistes pertenecian a una nueva especie que llamaron E. tetragena.

Esta situacion cred confusion, pero tal era la estatura cientifica de Sochaudinn
gue su concepto de que estos quistes cuadrinucleados correspondian a otra especie
diferente a E. histolytica permanecio incuestionable durante mas de una década.
Elmassian acufid el nombre E. minuta para los trofozoitos que él observd asociados
con los quistes de cuatro nucleos, Craig, en 1905, consider6 que Councilman y
Lafleur tenian prioridad para el nombre que ellos le habian asignado a la ameba vy
que el nombre correcto debia ser E. dysenteriae. Asi que debido a esta controversia
en terminologia., para 1910 existian cuatro nombres: E. dysenteriae, E- tetragena, E.
minuta y E. histolytica para lo que posteriormente se consider6 como una entidad
Unica. El Udltimo término sobrevivi6 y el nombre aceptado para el pardsito es

Entamoeba histolytica.*

Walker demostr6 que los nombres E. tetragena y E. minuta se referian a
diferentes fases de E. histolytica. El experimento clasico de Walker y Sellards en
Manija demostré en forma concluyente, por primera vez, que el hombre podia ser
infectado con los quistes de E. histolytica y desarrollara enfermedad. Sin embargo,
estos experimentos demostraron que la infeccibn con esta ameba no
necesariamente resulta en enfermedad y que la mayoria de las infecciones son

asintomaticas. *®

La gran discrepancia entre la prevalencia de infecciones asintomaticas y
sintomaticas producidas por la E. histolytica se hizo cada vez mas aparente, y no era
posible predecir la aparicién de disenteria en portadores de quistes. Al parecer no se
le prest6 mucha atencién a los hallazgos de Walker y Sellards que permitieron
apreciar la relacién correcta entre la ameba y el hombre, actuando la primera como

comensal en la mayoria de los casos.



Por el contrario, se desencadend una gran controversia con respecto a la
relaciéon parasito-hospedador durante décadas. Asi que en 1920 surgieron dos
hipotesis para tratar de explicar la poca correlacion entre la prevalencia de
portadores de quistes y de la amebiasis invasiva: 1. Dobeil plante6 que E. histolytica
era un parasito tisular obligatorio, apareciendo la enfermedad soOlo cuando el
hospedador perdia la habilidad de tolerar al parasito. 2. Kuenen y Swellengrebel
consideraron a E histolytica como una ameba comensal que bajo el efecto de algun
estimulo podia invadir los tejidos con pérdida de su capacidad para producir quistes
y propagar la especie.® Los dos conceptos diferian basicamente en el estado de los
portadores de quistes; segun la escuela de Dobell se trataba de un estado de

enfermedad, mientras que segun los comensalistas no necesariamente era el caso.

Las escuelas americanas e inglesas eran seguidoras de la hipotesis de
Dobell, mientras que los comensalistas estaban practicamente confinados al
continente europeo. Brumpt, en 1925, planteé la tercera hipotesis. Considerd que
existen tres especies de amebas en el hombre que producen quistes
cuadrinucleados: E. hartmanni con quistes menores de 10 u y dos especies
morfologicamente idénticas cuales son: E. dispar, especie no patogena y E.
dysenteriae, especie patdgena que podia ocasionar infecciones asintomaticas.
Aunque esta hipotesis es la que mejor describe la relacion parasito-hospedador de
acuerdo a los conceptos contemporaneos, esta concepcion no fue amplia mente

aceptada sino a partir de 1993 casi siete décadas después.*

Sargeaunt, de la Escuela de Higiene y Medicina Tropical de Londres, en
conjunto con investigadores de otros paises en especial de Africa del Sur, realizaron
estudios de la relacion E. histolytica-hospedador mediante el uso de electroforesis
de isoenzimas en la década de 1978-1988. Estos estudios fueron de gran impacto
ya que demostraron que el andlisis de isoenzimas de amebas en cultivo podia
diferenciar estas especies de Entamoeba. Se lograron determinar 24 zimodemos, de
los cuales 21 corresponden a aislados de humanos (12 de E. dispar y 9 de E.
histolytica). Luego se evidencido en base a bandas estables, que solo existian 3
zimodemos (ll, XW. XIX) para E. histolytica y uno (I) para E. dispar, ya que algunos
desaparecen al eliminar la flora bacteriana de los cultivos, sugiriendo que por lo

menos algunas bandas son de origen bacteriano.



Estos estudios confirmaron el concepto de Brumpt de que E. histolytica se
trataba de dos especies morfoldgicarnente iguales. Estudios clinicos, bioquimicos e
inmunologicos demostraron diferencias entre las dos especies. Tannich y col., en
Alemania, evidenciaron en forma contundente, mediante el analisis del ADN, que E.
histolytica y E. dispar son diferentes genéticamente. Estos hallazgos fueron
confirmados por Diamond y Clark, quienes propusieron la nomenclatura de E.

histolytica y E dispar para las dos especies, la cual ha sido aceptada.'®

Otras de las ideas que crearon incertidumbre en el conocimiento de E.
histolytica fue el concepto de raza pequefia y grande. Von Prowazek, en 1912,
descubri6 una ameba intestinal con quistes de 6 a 8 um de diametro, a la cual
denomind E. hartmanni. Posteriormente en 1917, Kucnen y Swellengrebcl y Brugg
en 1918, describieron las especies E. tenuis y E. minutissirna, las cuales fueron
consideradas posteriormente como sinénimos de E. hartmanni por los mismos
autores. Smith, en 1918, construyd una curva de distribucion del tamafio de 1.000
quistes obtenidos de 30 casos, y obtuvo una curva bimodal con picos en 7,1 y 12,2
um de diametro respectivamente, concluyendo que los quistes’ de esta especie se
dividian en dos razas que diferian so6lo en el tamafio. Dohell, en 1919 concluyé que
el tamafio de los quistes de E. histolytica variaban de 5 a 20 um dependiendo de la
raza, y al igual que Wenyon en 1926, relegdé a E. hartmanni como sinénimo de E.

histolytica.

Este concepto, conocido como la teoria "unicista”, promulgado por estos dos
altimos eminentes autores facilité que el mundo de habla inglesa se adhiriera a esta
idea y los “pluralistas” quedaran practicamente confinados al continente europeo.
Brumpt, en 1949, reafirmé el rango de especie de E. hartmanni la cual fue aceptada
por otros autores. Los estudios estadisticos de Sapero y col. en 1942, demostraron
la existencia de dos poblaciones de quistes de tamafios diferentes. Burrows, en
1957 y 1959, realiz6 estudios morfologicos de la ameba y consideré que se puede
diferenciar de E. histolytica por el menor tamafio de sus trofozoitos y quistes. A
pesar de la clara demostracion de la existencia de dos poblaciones de quistes con
diferentes tamarfios, no fue sino hasta la publicacion de estudios morfolégicos
realizados por Burrows, los estudios de cultivo realizados por Freedman y Elsdon-
Dew y los resultados de inmunofluorescencia de Goldman y col, que se

demostraron diferencias entre las dos especies.?°



Otro evento que caus6 confusion en el panorama de la amebiasis fue el
hallazgo en un paciente con diarrea en Laredo, Texas en 1.956 de una ameba
morfologicamente igual a E. histolytica pero a diferencia de ésta era capaz de crecer
a temperatura ambiente. Esta ameba se conocié como la “raza Laredo de E.
histolytica”. Subsecuentemente, se demostraron diferencias antigénicas, enzimatica,
de susceptibilidad a las drogas y de infectividad en animales de experimentacion.
Posteriormente, se aislaron mas razas del tipo Laredo y se demostré que tanto éstas
como la raza conocida como “Huff’ no solo toleraban la temperatura ambiente sino

diluciones altas del medio ambiente mediante el desarrollo de vacuolas contractiles.

La raza Laredo de E. histolytica es morfolégicamente indistinguible de E.
moshkovskii, especie descrita por primera vez en aguas servidas de Moscu, Rusia
por Tshalaia en 1941 y luego en otros paises y se consider6 como una ameba de
vida libre. Ambos tipos de amebas comparten algunos rasgos biolégicos, que las
diferencian de la clasica E. histolytica y E. dispar, como la capacidad de crecer a
temperatura ambiente la osmotolerancia y la resistencia a la emetina Clarky
Diamond en 1991, demostraron, mediante estudios moleculares, que la raza Laredo
de E. histolytica es una raza de E. moshkovski. Aunque los primeros aislamientos
de esta ameba se hicieron de aguas servidas, posteriormente se ha identificado
cada vez con mayor frecuencia en humanos. Estas son amebas que probablemente
han sido diagnosticadas erroneamente como E. histolytica. De tal manera que de las
varias especies del género Entamoeba, seis se han identificado en el hombre: E.
coli, E. histolytica, E. dispar, E harrmarnii. E. polecki y E rnoshkcvskii.?

Los argumentos controversiales acerca de si E. histolytica era una especie o
comprendia mas de una, o si era siempre un patdgeno o un comensal
potencialmente patégeno obscurecieron el conocimiento de la correcta reaccion
parasito-hospedador. Frente a las francas manifestaciones de la disenteria y el AHA,
el diagndstico clinico y parasitolégico no deben presentar mucha dificultad para los
clinicos y parasitdlogos expertos. Sin embargo la interpretacion del hallazgo de
quistes en ausencia de sintomas manifiestos es lo que puede ofrecer dificultad. La
literatura esta repleta de falsas asociaciones de la ameba con una diversidad de
manifestaciones clinicas, tales como sintomas oculares, alergias y artritis

reumatoide, lo cual Elsdon-Dew denominé “amebiasis iatrogénica” Este panorama



dudoso se debi6 en gran parte al concepto de la escuela de Dobell de que E.

histolytica era un parasito tisular obligatorio.?°

1.2.Conceptualizacién Actual

En las dos Ultimas décadas, la biologia molecular ha permitido la
caracterizacion de Entamoeba y la deteccién de diferencias genéticas, previamente
desconocidas, dentro de este género lo cual ha revolucionado su taxonomia y el
conocimiento de la epidemiologia y la relacién parasito-hospedador en la amebiasis.
La aplicacién de las técnicas moleculares modernas permitio conocer que lo que se
conocia clasicamente histolytica comprendia dos especies, E. histolytica y E. dispar.
De las seis especies de Entamoeba que residen en el intestino humano, tres son

indistinguibles morfolégicamente: E. histolytica, E. dispar y E. moshkovskii.

En base a la redefinicion de E. histolytica se estim6 ‘que del 10% de la
poblacion mundial que alberga E. histolytica y E. dispar, 90% estan colonizados por
E. dispar y sélo el 10% por E. histolytica; s6lo una de cada 10 infecciones produce

enfermedad. ©

E. histolytica puede ocasionar infecciones asintomaticas o sintomaticas
intestinales o extraintestinales con manifestaciones clinicas de colitis, absceso
hepatico e infecciones genitourinarias, respiratorias y cerebrales. El portador de
quistes, asintomatico o ligeramente sintomético, es la forma mas comudn de la
infeccion y representa el 90% de los casos. La infeccion puede desaparecer
espontaneamente sin haber producido enfermedad o conducir a la amebiasis
intestinal sintomatica u otros tipos de formas clinicas. Estudios longitudinales de
individuos con infecciones asintomaticas de E. histolytica durante un afio,
demostraron que de 4 a 10% desarrollaron la enfermedad intestinal o extra intestinal.
Se acepta que los perfiles de anticuerpos a E. histolytica /E. dispar reportados en
estudios seroepidemiologicos de la amebiasis estan relacionados a E. histolytica y

que E. dispar no produce reacciones seroldgicas.

1.3. Avances Recientes
Aungque E. dispar se ha considerado como una especie comensal, estudios
recientes han identificado esta ameba en pacientes con sintomas gastrointestinales.
Sin embargo, hasta el presente, no existen evidencias de una relacion causa-efecto

entre el parasito y la sintomatologia. Existen reportes, algunos basados en estudios



de zimodemos patdégenos y no patdgenos, de que E. dispar puede tener efectos
patdgenos, tales como la destruccion de monocapas de células epiteliales in vitro,
lesiones intestinales focales en animales y cambios patolégicos en humanos. Sin
embargo, los hallazgos no han cumplido los postulados de Koch y no se han
realizado estudios controlados para determinar si E. dispar realmente es un

patdgeno potencial.

Estudios recientes han reportado la presencia de E. moshkovskii en humanos
de diferentes naciones, tales como Estados Unidos, ltalia, Irdn, Turquia,
Bangladesh, India y Australia. La posicion taxondmica de E. moshkovskii todavia no
se conoce con exactitud; parece ser un complejo de por lo menos dos especies.
Este parasito ha sido considerado como un comensal. Sin embargo, estudios
recientes en India y Bangladesh lo han identificado como el Unico probable
enteropatdgeno potencial en pacientes con manifestaciones gastrointestinales,
incluyendo la disenteria. Sin embargo, no se sabe si estos pacientes tenian otros
agentes bacterianos o virales que fueran patdogenos. Se necesitan mas estudios

para determinar si esta ameba es patdgeno potencial.'®

Los factores que determinan la virulencia de E. histolytica contindian siendo un
enigma. Las variables dependientes del parasito y del hospedador que contribuyen
al desarrollo de la enfermedad no estan claras; probablemente exista una interaccién
compleja entre la genética, inmunidad, nutricién y flora intestinal del hospedador y
los rasgos genéticos del parasito. Una posibilidad es que el genotipo de la ameba
determine su patogenicidad. Estudios de aislados de E. histolytica de diversas areas
geograficas demostraron la existencia de un gran polimorfismo en los genes SREHP
y SSG - Se han evidenciado diferencias genéticas entre razas de E. histolytica
causantes de enfermedad intestinal o hepatica mediante la demostracion de
polimorfismo en el gen SREHP Sin embargo, otro estudio no fue consistente con

estos hallazgos.

Estudios de E. dispar, usando ADN extraido de muestras fecales y el gen
quitinasa como un marcador, revelaron la presencia de diferentes razas en diversas
areas geograficas. Actualmente se ha demostrado polimorfismo variable para estas

dos especies indicando su potencial para ser usado como marcador para investigar



la epidemiologia de estas amebas. También se han reportado considerables

diferencias genéticas en aislados de E. moshkovskii. ©

1.4.Epidemiologia
La amebiasis es una de las parasitosis mas tempranamente reconocidas y
universales, la disenteria amébica se presenta frecuentemente en paises tropicales

aunque también se presentan casos en las zonas templadas y frias.’

A nivel mundial es catalogada como la tercera parasitosis que causa muerte,
Entamoeba histolitica infecta alrededor del 10% (500 millonres) de la poblacién vy el
10% de estos infectados (alrededor de 50 millones) padece alguna enfermedad, de
las cuales el 80% al 98% presentan disenteria y el 2 al 20% llegan a tener lesiones
extraintestinales y entre 40 y 110 mil muertes. Esta prevalencia varia mucho entre
las distintas regiones del planeta pudiendo ser del 1 -2 % en zonas de clima
templado y hasta un 50% en muchos paises de zonas calidas y himedas. Bulgaria,
Africa y Asia son las regiones del mundo mas afectadas considerandose zonas

endémicas.

En paises de America Central y America Latina el parasito muestra un
comportamiento endémico, principalmente en Ecuador, Mexico y Brasil. En Mexico la
tasa de incidencia de la amebiasis intestinal desde 1995 hasta el afio 2000 fue de
entre 1000 y 5000 casos/100.000 habitantes/afio.

La prevalencia en el Brasil varia de acuerdo a la region, presentaron indices
mas elevados Belen, Estado de Para (regién norte) donde afecta al 29% de la
poblacion; en Fortaleza, Estado de Ceara (region nordeste) la infeccién detectada
fue del 10,6% , en Pernambuco (region nordeste) no se detectaron infeccién por
Entamoeba histolytica, estos estudios se realizaron empleando procedimientos

inmunoldgicos. %

En Bolivia en una zona rural se encontr6 un 11,8% de positividad para el
complejo E. histolytica identificandose el mayor nimero de caso positivos en las
edades comprendidas de 6 a 10 afios 2, un estudio realizado por cuatros hospitales
como son Hospital Ovidio Aliaga Uria en la ciudad de La Paz, German Bush Urquidi

en la ciudad de Cochabamba y Boliviano — Japones y Mario Ortiz de nifios en Santa
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Cruz, 10/133 dio positivo para el complejo E.histolytica y solo 2/10 dio positivo para

infeccion por E. histolytica usando el método de ELISA 33 .

En el Municipio de Riberalta — Beni — Bolivia zona ubicada en la Amazonia
Boliviana no se cuentan con datos ya que no se reporta la realizacion de ningun

estudio al respecto.

La prevalencia de la amebiasis al igual que casi todas las enfermedades
entéricas, varia segun el grado de sanidad, y en general es mayor en las regiones
tropicales y sub tropicales que en los climas templados. Asi mismo tanto la gravedad

del padecimiento como la frecuencia de complicaciones son mayores en los tropicos.

La amebiasis es comin en las zonas rurales y en los grupos socio
econdémicos mas bajos, sin embargo, tratandose de cualquier region este
padecimiento es mas frecuente en los sitios donde predomina el hacinamiento y

puede alcanzar proporciones epidémicas en orfanatos, prisiones y asilos.

Desde el punto de vista epidemioldégico es importante diferenciar entre las
etapas de infeccién aguda, crénica y asintomatica (0 de portador de quistes). La
disenteria amebiana aguda no tiene importancia en lo que se refiere a la transmisién
de la enfermedad, ya que los trofozoitos no pueden sobrevivir durante mucho tiempo
fuera del huésped. Los sujetos con infeccion crénica eliminan trofozoitos o quistes
en diferentes momentos, en tanto que los pacientes asintomaticos suelen producir
solo quistes, los cuales tienen la mayor importancia para la transmisién del
padecimiento, asi como una resistencia relativa aunque se destruyen con técnicas
de secado, temperaturas superiores a 55° C y cloracién de adicion de yodo al agua
potable. En tanto que en muchas regiones la fuente primaria de infeccion es el agua
contaminada, también lo son las personas que manejan alimentos. En otras regiones
el “riego nocturno” con excremento humano para fertilizar, la contaminacion de
alimentos a partir de moscas Yy, tal vez cucarachas tienen importancia

epidemioldgica para la transmision.®

La amebiasis puede transmitirse a través del consumo del agua, incluso en
naciones desarrolladas, dado que no se usan marcadores parasitoloégicos para
determinar la pureza del agua; por lo tanto, en toda nacién con amebiasis endémica

pueden presentarse brotes de infeccién por consumo de agua contaminada. °
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Aunque la amebiasis no es una infeccion oportunista, no es clara la relacion
entre inmunosupresion e amebiasis. Se ha observado una incidencia creciente de la
amebiasis en pacientes con VIH, lo que ha alertado sobre la disminucién en la
practica de sexo seguro y sobre la posibilidad de que el VIH sea un factor de riesgo
independiente. Sin embargo, no se ha demostrado que la infeccion por VIH aumente

la seriedad de la infeccibn amebiana, aunque algunos autores lo proponen.

En los pacientes con inmunosupresion o aquéllos que residen en zonas
tropicales, no hay variables que permitan estratificar el riesgo de presentar infeccion
o de no hacerlo, a pesar de ser los sitios mas afectados por esta situacion, por lo
gue es necesario comenzar a controlar los factores de riesgo conocidos (sanidad

publica) e investigar otros factores que puedan favorecer la infeccion.

1.5.La Salud del Nifio
Segun la ENDSA 2011. la Mortalidad infantil (menores de 1 afio) se estima en
42.16 defunciones por mil nacidos vivos, la mortalidad neonatal en 27 muertos por
mil nacidos vivos y la de menores de 5 afios es de 50 muertos por cada mil nacidos

ViVOS.

La mortalidad infantil es mas elevada en el area rural que en la urbana (75 y
43 muertos por mil nacidos vivos, respectivamente) datos del 2008; las diferencias
mas importantes se presenta segun el nivel de instruccion de las madres, pues en
mujeres sin instruccion mueren 87/1000 de sus nifios antes de cumplir un afio, frente
a 33/1000 hijos de mujeres con instruccion superior. También se observa una alta
mortalidad infantil cuando el intervalo intergenésico es menor a dos afos: 79/1000

nacidos vivos.t

Ya en un contexto geogréfico, Oruro y Potosi presentan las tasas mas alta, de
mortalidad infantil (88 y 72/1000 respectivamente) en comparacion a 29/1000 en
Tarija 0 33/1000 en Beni y Pando. Al igual que otras variables demograficas las da
mortalidad son cuestionables por errores de declaracion; ello se atribuye sobre todo,
a las caracteristicas de las inhumaciones en los cementerios rurales, donde casi

nunca se registran los decesos. Segun la Direccién Nacional de Registro civil.
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En cuanto a la mortalidad diferenciada, 36% de las muertes de menores de 5
afios se atribuyen a diarrea, 20% a neumonia, 16% a causas perinatales, 3% a

enfermedades inmunoprevenibles y 25% a otras causas’

1.6. Entamoeba histolytica
Es un protozoo parasito anaerobio en forma ameboide, es patégeno para el

hombre y los canidos causando amebiasis incluyendo colitis amebica y absceso
hepatico y cerebral.

1.6.1. Morfologia

Se pueden distinguir varias formas o fases de desatrrollo.

* Trofozoito: es la forma movil de la especie. Se caracteriza por tener un
nucleo con una concentraciéon de cromatina puntiforme y generalmente concéntrica
lamado cariosoma central, asi como la formacion de cromatina en la periferia del

nucleo.

* Forma magna: tipo de trofozoito muy patdégeno causante de la disenteria
amebiana. Mide de 20 a 30 um que ingiere globulos rojos, esta rodeada de

pseuddpodos que le permiten motilidad continua.

* Forma minuta: trofozoito no patégeno, mide de 10 a 20 um y no ingiere

glébulos rojos.

* Quiste: forma infectante, contiene de 1 a 4 nlcleos, de forma redondeada,
refringente con una membrana claramente demarcada, en el citoplasma se pueden
ver con frecuencia de 1 a 3 inclusiones de glucégeno oscuras llamadas cuerpos

comatidales.

* Metaquistes: poseen las mismas caracteristicas que los quistes por
derivarse de estas durante el proceso de desenquistamiento en la luz del colon
proximal. Son estos los que daran origen a los trofozoitos por lo que tienen una

membrana mas irregular y delgada que un quiste.
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1.6.2. Ciclo de Vida

@= Colonizacion no invasiva

A: Forrna infectants = Enfarmedad intestinal
&= Farrna diagndstica

=Enfermedad extraintestinag

Figura 1 - Ciclo de vida de la Entamoeba histolytica®

Los quiste son excretadas por las heces de personas infectadas, tras ingerir
agua o alimento contaminados pasan por el estbmago sin modificarse llegando
hasta la porcion inicial del colon, el ciego donde se induce a su transformacion en
metaquistes las cuales se dividen en 8 trofozoitos , estas se adhieren fuertemente a
las mucosa del colon multiplicandose y pudiendo causar muchas dolencia, algunas
metaquiste se transforman en forma quistica que no se adhieren a la mucosa y son

expelidas en las heces.??

1.6.3. Modo de Transmision
La via es fecal — oral, el hombre es el principal reservorio. La infeccion es por

ingesta de quistes a través de las manos, verduras, moscas, cucarachas, agua, etc.
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contaminadas con heces infectadas por quistes. También se transmite por contacto

sexual. Son reservorios animales como perros y roedores.

1.7. Amebiasis
Es la forma de diarrea infecciosa con sangre y moco, causada por Entamoeba
histolytica, pudiendo ademas atacar el higado causando un acceso hepético
amebiano también puede producir abceso cerebral aunque es muy raro ya que se

encontré alrededor de 100 casos en todo el mundo.

Los diferentes laboratorios informan en forma sobredimensionada a la E.
histolytica, porgue al no completar las pruebas con ciertas tinciones suelen confundir
los leucocitos con parasitos y desconocer la presencia de Entamoeba dispar. En el
momento no todos los laboratorios de Bolivia utilizan herramientas inmunolégicas y
moleculares que permitan su diferenciacion (marcadores de patogenicidad) por lo
que solamente nos basamos en aspectos morfoldégicos: a esto se debe que la
interpretacion clinica de los resultados de laboratorio no den un criterio uniforme, y

no existe una sistematizacién documentada de la patogenia involucrada.’®

Los casos de amebiasis intestinal aguda (colitis ulcerativa amebiana), con un
sindrome diarreico o disentérico no son frecuentes y excepcionalmente se

reconocen pacientes con absceso hepatico amebiano.

De ahi que para confirmar el diagnéstico de infestacion por E. histolytica o
Entamoeba dispar, basta con ver la morfologia de los quistes en solucion de lugol y
por ello, las investigaciones anteriores deben incluir tanto a E. histolytica como la

Entamoeba dispar.

Bravo realizé un estudio en 30 nifios menores de diez afios provenientes de
zona urbana de Sucre (Venezuela), con diagnostico de disenteria; 94% de ellos
tenian en el examen citodiagnéstico alguna forma evolutiva de Entamoeba histolytica
solamente el 50% de estos tuvieron serologia positiva, Gaspar completd esta
investigacion en 100 nifios de zonas suburbanas de Sucre, encontrando 24

parasitados con amebas .**

Esteban y cols. informaron de dos encuestas (123 y 254 nifios), desarrolladas

en el Altiplano norte, encontrando una prevalencia de E. histolytica y/o Entamoeba
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dispar de 7,3 - 7,9% respectivamente; el aislamiento de Dientamoeba fragilis ocurrié

en el 0,8% de nifios en ambas encuestas.

En todo caso, la informacion recolectada no revel6 la observacion de amebas

de vida libre.

En Riberalta, se realiz6 la determinacion de la parasitosis mas frecuente en
pacientes pediatricos en el Hospital Obrero 69 en el periodo de septiembre a
noviembre del 2010, por el Dr. Ursus Javier Laura Aimamri (Medicina familiar),
donde menciona que por los factores sociales, economicos y en especial al medio
ambiente de la poblacién de Riberalta no esta exenta de las parasitosis, indicando
que un porcentaje elevado de la poblacion es portador de parasitos en heces |,
aunque en la mayoria de los casos en forma asintomatica siendo la Entamoeba
histolytica, el protozoo de mayor prevalencia. EIl método de diagnostico utilizado fue
la microscopia simple mostrandonos nuevamente que no es el mejor método para
determinar la presencia de esta ameba, siendo necesario buscar otros métodos mas

especificos como el ELISA o PCR.

1.8. Patogenia

Gran parte del armamento enzimatico que se estima que emplea E. histolytica
y que probablemente le confiere su modo de accidn patogénica lo coloca entre los
organismos llamados Zimodemo Il. Se piensa que la presencia en el organismo o la
capacidad de uso mayor o menor de dicho armamento enzimatico confieren a las
diferentes cepas sus caracteristicas virulentas, siendo mas dafinas las que
combinen el mayor nimero de estos componentes. En efecto, el uso de ese
repertorio enzimatico del grupo Zimodemo Il es el método mas comun para
diferenciar entre un organismo patégeno o no patdgeno de Entamoeba histolytica®.
Algunos de los factores patogénicos principales que aumentan la capacidad de

causar dafio al hospedador humano, son:

+ Actividad colagenasa. Los trofozoitos tienen propiedades secretoras
bioquimicas con actividad de proteasas, que degradan el colageno, como en el tejido
hepatico, pudiendo ser ese uno de los métodos para la formaciéon de los abscesos

hepaticos.
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* Enzimas proteoliticas. Ademas de colagenasas, se ha demostrado la accién
de una enzima cito toxica muy parecida a la catepsina B llamada EhCP112,
implicada en la disolucion de la matriz intercelular que mantiene unidas las células
de la mucosa epitelial. Tiene también un efecto destructivo en contra de ciertas

células en el cuerpo leucocitarias.

* Proteinas formadoras de poros. La produccién de estas moléculas ocasiona

lisis en la célula diana por medio de cambios osmaticos.

» Sustancias neuro-hormonales, Se les ha culpado de conferir a ciertas cepas
la facultad de crear disturbios en el transporte intestinal de electrolitos, cualidad de
las diarreas perdedoras de volumen.

1.9. Patologia

Las lesiones por E. histolytica pueden ser intestinales o extra intestinales

potencialmente involucrando a varios érganos.

El grado de patologia del agente dependera del tipo de cepa, cantidad y
localizacion, y de la extensién de la invasion tisular. Con respecto al huésped es

importante la predisposicion, la edad, el sexo y el estado nutricional e inmunolégico.

1.9.1. Lesiones intestinales
Se caracteriza por presentar evacuaciones pequefias y numerosas con moco,

sangre y poco contenido fecal. El paciente tiene dolor abdominal, pujos y tenesmo.

La patologia intestinal ocurre principalmente en cualquier parte del colon, en
particular el ciego, sigmoides y el recto. La interaccion inicial del trofozoito conlleva a
lisis de las células diana, probablemente por accion proteolitica de lectinas. Una vez
atravesado el epitelio intestinal, penetra por la capa de la muscularis mucosae e
instala habitat en la submucosa, formando una apertura pequefia de entrada con un
fondo ancho, que tiene la apariencia histolégica de un boton de camisa 0 en matraz.
La reacciéon inflamatoria resultante en el tejido intestinal produce nddulos que
progresan a Ulceras y subsecuente necrosis localizada corno resultado de trastornos
del riego sanguineo. La resistencia del parasito al ataque del sistema del
complemento, hace que pueda sobrevivir en medio de un sobrepoblacion infiltrativa

de células linfocitarias (célula plasmaticas, linfocitos, eosindfilos, etc).
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1.9.2. Lesiones extraintestinales

Amebiasis hepatica (hepatitis y absceso hepético): se origina por
diseminacion de la infeccion de la mucosa intestinal a través de la circulacion portal.
Se caracteriza por hepatomegalia (aumento de tamafio del higado) dolorosa, con
irradiacion al hombro del mismo lado. Hay fiebre mayor de 38°C y mal estado

general.

La complicacion mas frecuente es la ruptura del absceso hacia pleura,

peritoneo, bronquios o pericardio.

El material necrético del absceso se caracteriza por su color y aspecto

chocolatado, generalmente sin trofozoitos ni bacterias.

El parenquima hepatico que rodea al absceso tiene baja reaccién inflamatoria

y presenta abundantes trofozoitos.

Es mas frecuente en adultos varones. Generalmente no se encuentran

trofozoitos en las heces.

Amebiasis cutanea: se caracteriza por una ulceracion de la piel, de bordes
elevados enrojecidos y dolorosos, que sangra con facilidad y se extiende muy

rapidamente, pudiendo llegar a destruir el tejido subcutaneo.

Se produce por diseminacion fecal o fistulizacion de un absceso amebiano.

Amebiasis genital: se la ha hallado en wvulva, vagina y Utero en la mujer y

pene en el hombre.

1.9.3. Otras localizaciones

Se han descrito abscesos en pulmdn, rifién, cerebro, etc., que se producen

por via hematogena.

Al comenzar a multiplicarse los trofozoitos la mayoria de las infecciones son
controladas por el sistema inmunitario no habiendo generalmente sintomas pero si

excrecion de quistes Infecciosos.

A medida que aumenta el nimero de parasitos, provocan la destruccion de la
mucosa intestinal con ruptura de los vasos sanguineos y destruccion de las células

caliciformes que almacenan el moco. El sistema inmunitario rechaza su presencia
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generando focos diseminados de inflamacion del intestino. El resultado es la mala
absorcién de agua y nutrientes de los alimentos (debida a la destruccion de las

vellosidades de los enterocitos) con diarrea sanguinolienta y con moco.

Otros sintomas frecuentes son los intestinales, nauseas y vomitos La
formacion de ulceras intestinales y las pérdidas de sangre pueden causar anemia
por déficit de hierro, especialmente en las mujeres. La disenteria amebiana puede
ser recurrente, con periodos asintomaticos y sintométicos, durante muchos afios. A
veces ocurren infecciones bacterianas asociadas debido a la fractura de la mucosa

del intestino.

1.10. Diagndstico
Durante mucho tiempo la confirmacién parasitolégica del diagnéstico se
realizO por estudios microscopico para la visualizacion dela morfologia del
protozoario. Sin embargo, el descubrimiento de E. dispar que morfologicamente es

idéntica a E. histolytica resalto las deficiencias este método.

Para conocer con precision la prevalencia, transmision y epidemiologia de las
enfermedades parasitarias, se requiere el empleo de métodos diagnosticos que
deberian ser simples, sensibles, especfficos, reproducibles y al alcance de cualquier

laboratorio.

La Organizacion Mundial de la Salud ha hecho énfasis en la necesidad de
profundizar los estudios para lograr una estandarizacion del diagnéstico seguro y
precoz de las infecciones parasitarias, la alta morbilidad y mortalidad de algunas
infecciones parasitarias deben considerarse a la hora de evaluar los métodos

diagndsticos, sobre todo en ambitos geograficos de alta prevalencia.

El diagnéstico adecuado de E. histolytica es de suma importancia, no solo
para los pacientes con la enfermedad sino también para aquellos que tienen
infecciones asintométicas ya que estas se pueden transmitir con facilidad de
persona a persona, especialmente en el mundo en vias de desarrollo donde

prevalecen el inadecuado saneamiento ambiental y tratamiento de agua potable.™

1.10.1. Método microscopico

El examen directo con solucién salina y lugol ha sido la primera linea para la

visualizacion del parasito, tanto de trofozoitos como quistes, también se han utilizado



19

otras técnicas de concentracion y de fijacién con el fin de precisar caracteristicas

morfolégicas.*

En el examen directo de heces, el analisis morfolégico de estructuras,
inclusiones citoplasmaticas y elementos fagocitados como eritrocitos, junto con la
movilidad del parasito son fuertes indicadores del potencial patogénicos, estos
procedimientos ademas de requerir personal especializado, resultan ser laboriosos,
de baja sensibilidad y con frecuencia generan resultados positivos falsos por la

confusion introducida por otras células.

Existe dificultad para diferenciar entre un trofozoito inmovil de un leucocito,
macréfago y células tisulares. La calidad de la muestra depende de que el recipiente
sea limpio, seco y libre de orina y agua igualmente pueden interferir (laxante,
antibidticos como tetraciclina, sulfonamidas, antiacidos, catarticos como sulfato de

magnesio, antidiarreicos).

Para mejorar la sensibilidad del examen microscépico se ha recurrido a la
realizacion de examenes seriales y se afirma que en ocasiones son necesarias
hasta 12 determinaciones en el mismo paciente. Estos hechos hacen del examen
parasitolégicos una técnica poco versatil impulsandose asi la investigacién en busca

de otros métodos mas sensibles y practicos*®

1.10.2. Diagndstico Inmunoldgico

Son procedimientos de confirmacion diagnéstica para la deteccion de
anticuerpos en diferentes fluidos biolégicos. La evaluacién de la respuesta humoral
se ha podido llevar a cabo gracias a la obtencion de antigenos parasitarios libres de
cualquier otra célula con efecto metabdlico o purificados a partir de ingenieria

genética, anticuerpos poli y monoclonales de alta especificidad y sensibilidad.

La respuesta inmunoldgica especifica se inicia cuando el parasito entra en
contacto con las células del sistema inmunoldgico, luego de romper las barreras
primarias de defensa. Generalmente el microorganismo o0 sus proteinas son
atrapados por los macréfagos y las células foliculares interdigitante de los ganglios
linfaticos, bazo o el tejido linfoide asociado a mucosas. Estas células son capaces de
internalizar y procesar los antigenos en sus compartimientos endosémicos, para

luego expresar péptidos antigénicos asociados con moléculas del complejo mayor
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de histocompatibilidad (NHC) de clase II; de esta manera se crean las condiciones
ideales para el inicio de una respuesta inmunolégica. Los linfocitos B pueden
interactuar directamente con los antigenos a través de sus receptores de membrana
tipo inmunoglobulina, mientras que los linfocitos T CD4+ colaboradores (Th)
reconocen al péptido antigénico incrustado en las moléculas NHC de clase II, sobre

la célula que lo proceso.®

Las células que han sido capaces de reconocer a los antigenos parasitarios
comenzaran a interactuar y a estimularse entre si para inducir por un lado, la
proliferacion y diferenciacion de los linfocitos B hacia células productoras de
anticuerpos especificos, y por el otro, la proliferacién y diferenciacién de los linfocitos
Th, bien sea hacia células del tipo 1 (Thl) productoras de interferbn gamma
inductoras de respuestas mediadas por células, o hacia células del tipo 2 (Th2)

generadoras de interleucina 4y de la respuesta mediada por anticuerpos o humoral.

Los parasitos extracelulares como E. histolytica y algunas especies de
Trypanosoma despiertan respuestas pero dominantemente de anticuerpos y
dirigidas por linfocitos Th 2, ya que son demasiado grandes para ser fagocitados o
lisados por las células citotoxicas. Aunque todavia se desconoce si la desviacion
hacia Th2 es producto de un mecanismo de evasion que los parasitos han
desarrollado a lo largo de la evolucion, para escapar de las respuestas Thil,

potencialmente dafinas.

Estas reacciones estan definitivamente presentes en muchas infecciones por
microorganismos extracelulares gobernadas por linfocitos Th 2, que se caracterizan
por una produccién muy importante de anticuerpos especificos de todas las clases
(lgM, IgG, IgA e IgE), cada uno de éstas con funciones particulares, como lo son la
lisis celular mediada por las proteinas del complemento (IlgG1, IgG3 e IgM), la
facilitacion de la fagocitosis mediante la opsonozacion de organismos extrafios
(lgG1, IgG 3, IgAs e IgE), la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (IgG 1,
IgG 3 e IgE), y la proteccion de las mucosas contra la adhesion e invasion de

agentes microbianos (IgAs, IgG e IgM).1°

1.10.3. ELISA

La técnica de ELISA es uno de los mejores métodos para el

inmunodiagnostico debido a su alta sensibilidad (95%-100 %), de gran utilidad para
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evaluaciones epidemiolégicas. Es especialmente apropiado en las formas invasora
de la amebiasis, ya que en la intestinal, principalmente en los pacientes sin diarrea,
generalmente pocos anticuerpos circulantes son detectados por las pruebas
serologicas. Es un ensayo ideal para la rutina del laboratorio, teniendo la ventaja de
que no requieren personal especializado y que permiten el procesamiento
simultaneo de un volumen elevado de muestras. ElI ELISA consiste en una prueba
heterogénea con conjudados enzimaticos unidos a anticuerpos que se emplean en
la reaccion de tincion inmunoquimica. Este método puede ser de varios tipo:
competitivos, no competitivos, directos, indirectos y otras variantes. Se ha utilizado
para determinar hormonas, drogas y cuantificar antigenos o anticuerpos presentes

en infecciones bacterianas, micoticas, parasitarias o por virus.

La técnica ELISA (Enzyme Linked Inmunoabsorvent Assay) se basa en la
deteccion de un antigeno inmovilizado sobre una fase solida mediante anticuerpos
que directa o indirectamente producen una reaccion cuyo producto, por ejemplo un
colorante, puede ser medido espectofotométricamente. Este principio tiene muchas
de las propiedades de un inmunoensayo ideal: es versatil, robusto, simple en su
realizacion, emplea reactivos economicos y consigue, mediante el uso de la fase
solida, de una separacion facil entre la fraccion retenida y la fraccion libre (Pumarola,
et al., 1987).

La técnica ELISA ha sido muy usada para determinar diferencias entre E.
histolytica y E. Dispar: En los afios posteriores a 1978, se desarrollaron anticuerpos
monoclonales contra varios antigenos que permiten diferenciar las cepas invasoras
de las no invasoras. Dentro de estos se encuentran: la lectina de adherencia
Gal/GalNac (GIAP), un antigeno de superficie de 96 kDa, un antigeno proteinico
interno de 81-84 kDa, una proteina hidrofilica de membrana de 29 kDA/30 kDa, asi
como el antigeno aislado de los granulos electrodensos (EDG) producidos al

interactuar trofozoitos del parasito con colageno “in vitro” (Reyes y Le6n,2002).

Otros métodos mas especificos utilizan la lectina denominada GIAP. Esta
lectina de 260 kDa presenta dos subunidades: una pesada de 170 kDa unida por
puentes disulfuro con otra subunidad liviana de 35 kDa. La subunidad de 170 kDa es
antigénicamente conservada y ademas es inmunogénica, por el contrario la de 35

kDa no desarrolla una respuesta inmune. Por lo anterior, el antigeno de 170 kDa ha
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sido utilizado tanto para la deteccién de anticuerpos, como para el desarrollo de
anticuerpos monoclonales que permiten su identificacién directamente en las heces.
Se ha desarrollado anticuerpos monoclonales contra esta subunidad y establecido la
presencia de al menos 6 epitopos importantes como posibles herramientas para la
diferenciacion de E. histolytica, E. dispar. Dos de estos anticuerpos monoclonales
reconocen dos epitopos presentes en ambas especies y los cuatro restantes
reconocen epitopos que se encuentran soélo en la especie patdogena (Reyes y Ledn,
2002).

Los procedimientos de captura antigénica para la deteccion de antigenos
resultan ser las modalidades mas obijetivas del Elisa en la aproximacion diagnostica
por haber sido disefiada para la demostracion en forma directa del parasito o sus
productos; algunas de ellas permiten inclusive diferenciar las amebas patdgenas de

las no patégenas.**

Entre otras técnicas utilizadas para el diagnostico de infeccion por E.
histolytica estan: PCR, AP—PCR, ISOENZIMAS, Electroforesis de isoenzimas,

IFI,HAIL,Radioinmunoensayo.

1.11. Contexto de la Investigacion

Aspectos Fisicos — Geograficos De Riberalta — Bolivia

Riberalta es la capital de la provincia Vaca Diez del Departamento Beni en el
Estado Plurinacional de Bolivia. EI Censo de Poblacion y Vivienda realizado el afio
2012 reporta que Riberalta tiene 78.754 habitantes. Los limites del municipio son, al
Este con el municipio de Guayaramerin, al Sur con la provincia Ballivian y Yacuma
del departamento del Beni, al Norte con el Departamento de Pando y al Oeste con la

provincia Madre de Dios y Manuripi del departamento de Pando. (Figura 2)

La altitud media es de 172 metros sobre el nivel del mar, la fisiografia es
bastante homogénea, tipica de la zona amazobnica. El relieve pertenece a las
cuencas amazobnicas bolivianas que corresponde a la clasificacion de las selvas

himedas ecuatoriales.
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La temperatura promedio anual es de 26°C; La precipitacion promedio anual
es de 1500ml, el 90% se registra entre los meses de octubre a marzo y el 10% entre
los otros meses. La humedad relativa ambiental promedio es de 85% en época de
lluvia y 30% en época seca (AASANA), la evapotranspiraciéon de los bosques

humedos tropicales es de 15%, caracteristico de la amazonia himeda tropical.

Brasil
Riberalta
Pando

Brasil

Peru Bani

La Paz

Figura 2 - Mapa de ubicacién geogréafica de Riberalta.
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2. JUSTIFICACION

De las muchas enfermedades que confrontan las zonas tropicales se destaca
a la amebiasis, que por ser una real expresion de la falta de un diagnostico
adecuado conlleva a complicaciones intestinales y extraintestinales de gravedad.
Este fenbmeno probablemente se da también en el municipio de Riberalta localizado

en el area amazodnica boliviana, particularmente en los centros de salud y hospitales.

En Bolivia se cuenta con estudios realizados en otros Departamentos donde
la prevalencia de E. histolytica es baja encontrandose mas bien la presencia de
Entamoeba dispar, la que esta clasificada como no patégena. En Riberalta no se
cuenta con un estudio realizado sobre el tema, pero se debe tomar en cuenta que
las condiciones ambientales, socioculturales y econdémicas son propicias para la

presencia del protozoo y una mayor predisposicién de adquirirlo.

En el laboratorio del Hospital Materno Infantil de Riberalta se esta observando
actualmente un alto porcentaje de resultados positivos para el complejo E.
histolytica determinada por microscopia simple presentada en nifios menores de
cinco afos que acuden a consulta al Hospital Materno Infantii Reidun Roinne

necesitando en la mayoria de los casos hospitalizacion.

El no contar con el diagnéstico correcto hace que no se cuente con el
tratamiento adecuado lo cual puede llevar a complicaciones intestinales y extra
intestinales ademas puede ser causa de una permanencia prolongada en el hospital
pudiendo llegar a ser fatales en algunos casos, esta es la identificacion del problema
clinico,asi la identificacion del problema es determinar si la E. histolytica esta

presente o no en la Amazonia Boliviana.

Mediante este trabajo de investigacion se implementaron en al laboratorio del
Hospital Materno Infantil de Riberalta pruebas inmunolégicas (TEST DE ELISA) para
determinar la presencia de E. histolytica mediante la busqueda de antigenos

parasitarios.
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3. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

3.1. Hipétesis

La E. histolytica esta presente en nifios menores de cinco afios con cuadros
diarreicos y que acuden al Hospital Materno Infantii Reidun Roine de Riberalta

(Bolivia).
3.2.Objetivos

3.2.1. Objetivo General
Determinar la presencia de infeccion por E. histolytica en nifios menores de

cinco aflos que acuden al Hospital Materno Infantii Reidun Roine de Riberalta

(Bolivia) y que presentan cuadros diarreicos.

3.2.2. Objetivos Especificos

e Obj.1. Determinar el porcentaje de casos positivos de E. histolytica en
muestras de heces a través del método Enzyme Linked Inmunoabsorvent
assay (ELISA).

e Obj.2. Identificar las caracteristicas clinicas de las infecciones por
Entamoeba histolytica.

e Obj. 3. Determinar el porcentaje de casos positivos de parasitos

intestinales en la poblacion de nifios estudiada.
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4. MATERIAL Y METODOS:

4.1. Modelo de Estudio

El presente estudio de investigacion es de tipo descriptivo y transversal.

4.2.Poblacion de Estudio.
Nifios entre las edades de 0 a 5 afios con cuadros diarreicos que acuden a
consultas al Hospital Materno Infantil Reidun Roine —Riberalta — Beni — Bolivia en el
periodo de agosto 2013 a diciembre 2013.

4.3.Muestra
El tamafio de la muestra se ha calculado para estimar una proporciéon
esperada de E. histolytica del 30% con un error del 20% y un intervalo de confianza
del 95%. Los célculos han sido realizados con el EPIDAF 3.1. El tamafio minimo de

la muestra es de 156 nifios.

4.4.Reclutamiento de la muestra
Se han reclutado los primeros 156 nifios entre 0 a 5 afios de edad con

cuadros diarreicos que acudieron al Hospital Materno Infantii Reidun Roine de
Riberalta en el periodo de Agosto 2013 a Diciembre 2013

4.5.Criterios de Seleccion de muestras

45.1. Criterios de Inclusién:

¢ Nifios comprendidos entre las edades de 0 a 5 afios con cuadros
diarreicos que acuden a consulta al Hospital Materno Infantil Reidun
Roine.

e Nifios comprendidos entre las edades de 0 — 5 afios con cuatros

diarreicos hospitalizados en el Hospital Materno Infantii Reidun Roine.

4.5.2. Criterios de Exclusion:
¢ Nifios de 0 — 5 afios con cuadros diarreicos que no acuden a consultas
al Hospital Materno Infantil Reidun Roine.
e Nifios de 0 — 5 aflos con cuadro diarreico y que no se pudieron

recolectar las muestras de heces fecales.
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4.6.Desarrollo del Estudio
Este estudio se realiz6 entre agosto 2013 hasta diciembre 2013 en el Hospital

Materno Infantii Reidun Roine de la ciudad de Riberalta — Bolivia.

La seleccién de los pacientes para el estudio fue de acuerdo a la edad (de 0-5
afos) que asisten a consultas pediatricas del Hospital Materno Infantil Reidun Roine

de Riberalta y que presenten cuadros diarreicos.

Para la recoleccion de la muestra se orientd al tutor del nifio que la muestra
debe ser recogida en un envase estéril con tapa rosca debiendo ser la recoleccion
en forma directa y no del pafal, y posteriormente transportarla lo mas rapido posible
al laboratorio. En caso de nifios hospitalizados se realizd la misma orientacion al
personal de enfermeria. El llenado del cuestionario que contempla la recoleccion de
informacion referente a datos demograficos y clinicos fue realizado en el momento

de la consulta médica.

Una vez recolectadas las muestras en el laboratorio se llevaron a cabo los

siguientes pasos:

e Primero, realizar un examen microscopico directo usando solucion fisiol6gica
y lugol para la busqueda de Trofozoitos de E. histolytica.

e Como segundo paso se realizd la técnica de concentracion Ritchie siguiendo
todos los pasos que indica la técnica.

e Luego se procedié a congelar las muestras a -20° centigrado en pequenas
alicuotas

e Realizar el Test de ELISA directo que es basicamente una prueba empleada
para la deteccion de antigenos. Este método de Inmunoensayo tiene un
enorme marco de aplicaciones en los campos de deteccion de antigenos
mediante productos de anticuerpos, esto sumando a que es relativamente
simple de hacer, es versatil, eficaz y econémico. El equipo utilizado fue el
Stat Fax 303 Plus, Modelo 303 Plus.

4.7.Técnicas Para el Estudio y Procedimientos de Recoleccion
Las técnicas fueron realizadas en el laboratorio de analisis clinico del Hospital

Materno Infantil Reidun Roine de Riberalta — Bolivia.
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4.7.1. Coproparasitolégico

Muestra: Heces
Caracteristicas de la muestra: El recipiente con boca ancha y tapa rosca.
Cantidad: 3-6 gr.

Condiciones optimas: no debe estar mezclado con orina, llevar la muestra al

laboratorio lo mas pronto posible.

Registro de datos: Se deben registrar los siguientes datos: nombre, edad,
sexo, barrio, signos y sintomas, nimero de deposiciones, fecha de inicio de la

diarrea.

Procedimiento:

e Las muestras se recolectan en envases estériles de boca ancha y tapa rosca,
los frascos fueron identificados con el nimero correspondientes de acuerdo al
orden de llegada.

e Junto a las muestras se recibiéo el cuestionario que fue llenado por el
profesional médico en la consulta y/o visita médica.

e Se verifico que todos los datos del cuestionario estén debidamente llenados,
completando en algunos casos en el momento de la recepcion de la muestra.

e Se registraron datos del paciente como nombre, edad, sexo, barrio y fecha de

recepcion.

4.7.1.1. Método Directo:
Una vez recibida la muestra lo mas pronto posible se realiza el examen
macroscépico y microscopico, realizandose preparaciones himedas con solucién

salina y solucién lugol para la observacion sobre todo de la forma trofozoito.

e Material:
o Porta objeto
o Cubre objetos.
o Aplicador de madera
o Solucién fisiologica
o Solucién de lugol

o Lapiz graso o marcador.
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e Técnica:

o Se homogeniza la muestra de material fecal y se escoge la parte mas
representativa (con estrias de sangre y/o moco).

o Marcar el nimero de identificacion de la muestra en un extremo del porta
objeto.

o Se coloca una gota de solucion salina (al 0,9%) y una gota de lugol en el
porta objeto.

o En las gotas se carga una porcién pequefia de la muestra tomada con un
aplicador de madera.

o Se homogeniza bien cada gota y se coloca encima cubre objeto.

o Examinar al microscopio con aumento de 10 x 40 x segun sea necesario

confirmar la observacion.

4.7.1.2. Coproparasitolégico por Enriquecimiento - Método de
Richie Modificado

e Colocar 3 ml de solucion salina en un tubo conico de 15 ml.

e Disolver una cantidad de heces fecales en la solucion salina.

e Enrasar a 7 ml con formol al 10%, homogeneizar bien, dejar en reposo
durante media hora.

e Colocar en un embudo 3 capas de gasay filtrar a un tubo de 10 ml.

e Enrasar a 8 ml con solucion salina, mezclar bien (con fuerza) con el tubo
tapado.

e Centrifugar a 1500 r.p.m por 3 minutos

e Decantar con cuidado el sobrenadante (verificando que quede sedimento).

e Se resuspende hasta 8 ml del tubo con solucion de formol al 10% mezclar

e Enrasar a 10 ml con éter. Mezclar bien. (con fuerza).

e Centrifugar a 1500 r.p.m. por 3 minutos. Eliminar el sobrenadante.

e Colocar en un porta objeto una gota de solucion salina en un costado y en el
otro una gota de lugol.

e Anfadir a estas gotas una gota del sedimento obtenido.

e Colocar las cubre objetos a cada preparado.

e Examinar al microscopio con aumento de 10x, 40x segin sea necesario

confirmar la observacion.
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4.7.1.3. TestELISA: (Enzyne Linked Inmunoabsorvent Assay)
Se usé el reactivo de RIDASCREEN Entamoeba (C1701) para el diagnostico

in vitro este test es un enzimoinmunoensayo para la identificacién cualitativa de E.

histolytica.

Las heces a usarse previamente fueron congeladas a -20° C sin la adicién de

ningln conservante

Técnica:

Ajustar la microplaca y reactivos a temperatura ambiente (20 — 25° C)
Dilucion 1: 10 del buffer de lavado con agua destilada.

Dilucion 1:11 de las muestras de heces con el buffer de dilucion de muestras

Colocar las tiras de microtitulacion necesaria en el marco de soporte.

Echar 2 gotas 0 100 ml de control positivo , control negativo
0 muestra.

Echar 2 gts a 100 ml de conjugado

60 minutos de incuvacion a temperatura ambiente (20 — 25° C).

Lavar 5 veces con 300 ml de buffer de lavado

o |Echar 2 gts a 100 ml de sustrato

15 minutos de incubacién a temperatura ambiente (20 — 25° C) en la
oscuridad
Adicién de 1 gota o 50 ml de reactivo de parada
Evaluacion fotométrica a 450 nm (opcional: longitud de onda de referencia >
600nm).
El test ha transcurrido correctamente, si el valor de absorvancia del control
negativo a 450 nm es mayor de 0,8. Si estos valores nominales esperados no
se obtienen, se debe repetir el test.
Evaluacion del método

e Caélculo del valor limite

o Cut off =valor de Extincion del control negativo +0,15

o Resultado del test.

o Se evalla como positiva las muestras cuyo valor de observancia se

encuentra mas de 10% por sobre el valor limite calculado.
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o Se denominan como muestras de valores limites y que deben repetirse
aguellas cuyo valor de absorvancia esta en el rango de 10% por encima
o por debajo del valor limite. Si en la repeticion se mide nuevamente un
valor con el rango de valores limites, entonces se debe evaluar la
muestra como negativa.

o Se evallan como negativas las muestras cuyo valor de absorvancia se

encuentra mas de 10% por debajo del valor limite calculado.
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5. RESULTADOS

5.1. Caracteristicas de la poblacion estudiada

Se realizd el estudio en 156 nifios menores de 5 afios que acudieron al
Hospital Materno Infantil Reidun Roine de Riberalta con cuadros diarreicos ,de los
cuales 89 (57.1%) eran del sexo femenino, 67 (42.9%) del sexo masculino; de todos
estos 65 (41.7%) requirieron hospitalizacion mientras que el resto recibié tratamiento
ambulatorio, de acuerdo a la clinica que presentaron 99 (63.5%) presentaron fiebre;
93 (59.6%) vomito; 79 (50.6%) dolor abdominal; el total de muestras estudiadas
(156) dieron negativo para presencia de moco en heces; 10 (6.4%) resultaron

positivos en cuanto a la presencia de sangre en heces.

5.2.Perfil de infeccién por otros paréasitos de la poblacion estudiada
El resultado general de heces para las parasitosis intestinales usando
el método directo y el método de concentracidon de Ritchie dio 114 (73.1%) positivos.
De acuerdo a la distribucion por sexo fueron positivos 67(58.8%) pacientes del sexo
femenino y 47 (41.2%) pacientes del sexo masculino. No se encontré asociacion

entre sexo y estar parasitado por cualquier parasito intestinal (p = 0.474).

De los 156 pacientes, la frecuencia por especies o grupos de parasitos
intestinales fueron las amebas del complejo E. histolytica las mas frecuentes en la
poblacion estudiada (64.7%), seguido de Giardia lamblia (17.3%), Trichomonas
hominis (10.3%), Chilomastix mesnili (4.5%), Ascaris lumbricoides (2.6%),
Hymenolepis nana (1.3%) y Blastocystis hominis (0.6%) (Tabla 1); no habiéndose
encontrado diferencias en cuanto al sexo para ninguno de los parasitos hallados (p>
0.05). (Tabla 1)

El resultado de la citologia de moco fecal reportd predominio de
Polimorfonucleares, habiéndose encontrado en las muestras de 75 (48.1%) nifios, lo

gue corresponde a infeccién de origen bacteriano.
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Tabla 1 - Proporcion de casos positivos de infecciones por parasitos intestinales
segun sexo

Sexo (%)*

Agentes Infecciosos N (4) femenino masculino P Valor
(n=136) (n=189) (n=67)
Complejo E. histolytica 101 (64,7) 56,4 43,6 0,833
Giardia lamblia 27 (17,3) 59,3 40,7 0,799
Trichomonas hominis® 16 (10,3) 43,8 56,3 0,257
Chilomastix mesnili® 7 (4,5) 71,4 28,6 0,699
Ascaris lumbricoides® 4 (2,6) 50 50 1,000
Hymenolepis nana® 2 (1,3) 50 50 1,000
Blastocystis hominis 1(0,6) 100 1,000

#Test Exacto de Fisher

Leyenda: N= frecuencia absoluta; %= porcentaje; n= nimero de nifios estudiados

5.3.Identificacion de E. histolytica por ELISA y caracteristicas de la
infeccion
Fueron sometidas a estudio de ELISA para la busqueda de antigenos
especificos, las 156 muestras del estudio de los cuales 9/156 (5.8%) dieron positivo
para infeccion por E. histolytica. De estos, 6 (66.7%) nifios pertenecian al sexo
femenino y 3 (33.3%) al sexo masculino. Estar infectado por E. histolytica no estuvo
relacionado al sexo (p=0.733). En la tabla 2 se presentan las caracteristicas clinicas
de los casos de E. histolytica. De los 9 pacientes que dieron positivo para infeccion
por E. histolytica, 6 (66.7%) dieron positivo para la presencia de sangre en heces,
habiendo significancia estadistica en cuanto a presentar sangre en heces y estar
infectado por E. histolytica (p < 0.001; OR=71.5 [12.99-393.45]). (Tabla 2)
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Tabla 2 - Caracteristicas clinicas de los casos de infeccion por E. histolytica
diagnosticados por ELISA

Dolor Co-

Edad Hospit. Fiebre Abd. Vémito Flatulencia Moco Sangre infeccion Mocofecal

3a NO Sl NO NO NO NO Sl Sl NEGATIVO
4a NO Sl Sl Sl NO NO NO Sl NEGATIVO
4a NO Sl Sl Sl NO NO NO Sl NEGATIVO
la Sl NO NO Sl NO NO Sl Sl POSITIVO
9m NO NO Sl Sl NO NO Sl Sl NEGATIVO
m NO NO Sl Sl NO NO Sl Sl POSITIVO
6m NO Sl Sl NO Sl NO Sl Sl POSITIVO
4a NO NO NO Sl NO NO NO Sl NEGATIVO
la Sl Sl Sl Sl NO NO Sl Sl POSITIVO

Leyenda: F= Femenino; M= Masculino; Edad: a=en afios; m=en meses ; Hospit . = Hospitalizado; D olor abd.= Dolor
abdominal; Moco= moco en las heces; Sangre= S angre en las heces; Co-infeccion= Co-infeccién con otros

parasitos intestinales; Moco -fecal=resultado del M oco-fecal

De los 9 nifios que dieron positivo para infeccion por E. histolytica, se constato
gue 8 son oriundos de Riberalta y 1 pertenece a una comunidad vecina del
Departamento de Pando - Bolivia. En cuanto al lugar de residencia, los pacientes
refirieron ser habitantes de barrios caracterizados que no cuentan con servicios
basicos, agua segura para consumo, deficientes condiciones de manejo y

disposicion de excretas, y vias de circulacion de tierra.
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6. DISCUSION

La determinacion de la infeccion por E. histolytica utilizando métodos
especificos es de suma importancia ya que de esto depende el realizar un
tratamiento adecuado y oportuno evitando de esta manera las complicaciones para

el paciente.

No se han encontrado estudios realizados en el Amazonia Boliviana por lo
gue el presente estudio se considera como el primero en esta area, donde se lleg6 a

identificar la infeccion por E. histolytica, utilizando el método de ELISA.

Es importante resaltar que las condiciones ambientales caracteristicas de la
Amazonia humeda tropical son adecuadas para que la ameba este presente y por
consiguiente llegue a causar enfermedad, ya que estudios en Brasil muestran que el
area amazobnica de este pais es una de las areas de mayor frecuencia de cuadros
clinicos de la amebiasis. Ademas a esto se suma las malas condiciones socio-
econbmicas y la precariedad en cuanto a servicios basicos, caracteristicas del
Municipio estudiado (24, 25, 26)

Mediante la técnica de microscopia directa y el método de concentracion de
Ritchie la frecuencia en nuestro estudio del complejo E. histolytica fue elevada
(64.7%). ElI examen directo es utilizado en nuestro laboratorio para identificar a la
mayoria de los parasitos intestinales por ser facil de realizar y de bajo costo. Sin
embargo en el hallazgo de infeccion por E. histolytica la técnica de microscopia
directa, asi como el Ritchie, son inadecuados pues no permite diferenciar E.
histolytica, E. dispar ni E. moshkovskii ya que estas tres especies presentan similar

morfologia.

Esto demuestra que para diagnosticar infeccion por E. histolytica es de suma
importancia el empleo de métodos de diagnéstico especificos como el ELISA o PCR
para poder dirigir adecuadamente los tratamientos; de acuerdo a la sugerencia que
da la OMS el tratamiento de la disenteria amebiana solo debe ser aplicado si la
infeccién por E. histolytica es confirmada a través de métodos de diagndsticos
especificos (ELISA o PCR).

Se tomdé como referencia estudios realizados en el pais de Brasil, en

residentes del area metropolitana de Belém; en la ciudad de Manaus Estado del
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Amazonas y en las municipalidades de Ariquemes y Montenegro estado de
Rondonia pertenecientes a la Amazonia Brasilera tomando en cuenta que comparten

el mismo nicho ecoldgico con la Amazonia Boliviana.

En los mencionados estudios se usO el método de ELISA, siguiendo las
recomendaciones de la Organizacibn Mundial de la Salud (OMS) de que los
resultados positivos de los examenes coproparasitolégicos sean registrados como E.
histolytica/E. dispar y que deben usarse procedimientos que permitan la deteccion
especifica de E. histolytica mediante procedimientos bioquimicos, inmunol6gicos y/o
moleculares (18). Sin embargo, actualmente, debido al hallazgo reciente de que E.
moshvokskii también causa infecciones en humanos y presenta la misma morfologia
de E. histolytica y E. dispar, la manera adecuada de registrar los resultados debe ser
“E. histolytica/E. dispar/E. moshvokskii” o0 “"complejo E. histolytica™ (31).

Se consideran a las pruebas inmunolégicas basadas en la deteccion de
coproantigenos como pruebas con una buena sensibilidad, bajo costo, facilidad en

Su ejecucion y que no necesariamente se requiere de personal especializado (10).

Resultados obtenidos en Belem, Para, Brasil muestran que de 845 muestras
estudiadas utilizando el método de diagnéstico ELISA dieron positivo para infecciéon
por E. histolytica 248 (29.35%), este estudio se realizO en pacientes de todas las
edades, habiéndose distribuido en dos grupos el primero que comprendia edades de
0 a 14 afios y el segundo por encima de 14 afios. La infeccion por E. histolytica fue
mayor en el grupo 2 (30.36%) con relacion al grupo 1 (28.28%); sin embargo no
hubo diferencia estadistica entre los grupos. El resultado para el complejo E.
histolytica fue de 84 (25.15%) de 334 muestras sometidas a examen

coproparasitologico directo. (24)

Resultados en las Municipalidades de Ariguemes y Monte Negro estado de
Rondonia, Amazonia occidental, Brasil, reporta que de 216 muestras estudiadas la
positividad para el complejo E. histolyitica fue 61% (50/82) para Ariquemes y 44%
(59/134) para Monte Negro (25). A cerca de la infeccion por E histolytica, la
positividad fue de 36.6% (30/82) para Ariquemesy 19.4% (26/134) para Montenegro

Estudio realizado en clinicas ambulatorias de la ciudad de Manaus, Regién

Brasil en cuanto a los factores de riesgo para el complejo E. histolytica se
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procesaron 1585 muestras, dando una positividad para el complejo de E. histolytica
de 21.5% (340). En cuanto a la infeccidn por E. histolytica la positividad fue de 6.5%
(22). (28). En estos estudios realizados en diferentes regiones de la Amazonia
brasilera se comprob¢ la utilidad y eficacia del método ELISA en &reas con escasos

recursos.

Estudios realizados en Bolivia esta citado el realizado en la ciudad de
Cochabamba donde el método de deteccidon fue la PCR (Reaccion en Cadena de la
Polimerasa). De 75 muestras recolectadas aleatoriamente y al ser analizadas por
PCR 9.3% (7/75) fueron positivas para E. histolytica, 80% (60/75) dieron positividad

para E. dispar; 10.7% (8/75) no amplificaron pudiendo tratarse de otras amebas. (29)

Otro estudio explico la etiologia de la disenteria en nifios Bolivianos menores
de 5 afios en el cual participaron Hospitales de La Paz, Cochabamba y Santa Cruz.
Informaron en (10/133) la presencia de trofozoitos del complejo E. histolytica,
sometiendo estos positivos a la técnica de ELISA solo 2 dieron positividad para la
infeccion por E. histolytica (30). En nuestro estudio hemos podido estimar que 5.8%
de los nifios, que eran menores de 5 afios y presentaban diarrea, estaban infectados
por E. histolytica. La frecuencia encontrada no fue alta tratAndose de poblacion con
sintomatologia para entero patdégenos y que acudié al hospital, significando que

otras etiologias deberian ser futuramente investigadas en este grupo etario.

En cuanto a sintomatologia clinica fue la fiebre, vomito y dolor abdominal los
sintomas mas caracteristicos que presentaron la mayoria de los pacientes siendo
comunes de amebiasis, pero no deben considerarse concluyentes ya que pueden
estar asociadas a otros microorganismos como bacterias y otras especies

parasitarias.

Se ha encontrado que 6 de los 9 pacientes infectados por E. histolytica
presentaban sangre en las heces. Esta asociacion fue significativa en nuestro
estudio, hecho que también se refuerza con la literatura mundial que sangre en
heces esta asociado a infeccion por E. histolytica. Es importante mencionar que la
ausencia de sangre en heces no descarta la presencia de E. histolytica, esta
manifestacion va a depender de la respuesta del hospedero y de la virulencia de la
ameba (26).
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También fueron observados otros parasitos protozoarios y helmintos por
medio de examen directo y el método de concentracién de Ritchie Modificado
encontrandose mayor porcentaje de Giardia lamblia; seguido de Trichomonas
hominis; Chilomastix mesnili; Ascaris lumbricoides; Hymenolepis nana; Blastocystis
hominis. Esto demuestra la continua exposicion a diferentes enteroparasitos debido
a elementos contaminantes del ambiente, las malas condiciones de higiene, a la

falta 0 muy poca existencia de servicios basicos.

En resumen los datos presentados en este estudio indican que E. histolytica
se encuentra presente en nifios menores de 5 afios con cuadros diarreicos
pertenecientes al Municipio de Riberalta; que no existe asociacidén en cuanto a sexo
y estar expuesto a infeccion por E. histolytica ,que la presencia de sangre en heces
esta relacionada con la infeccion por E. histolytica y que existen otras
enteroparasitosis presentes a los que todos por las condiciones ambientales y

deficiente salubridad estamos expuestos.
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7. CONCLUSIONES

Se demostré por primera vez la presencia de infeccion por E. histolytica
en nifios menores de 5 afios con cuadros diarreicos en al area amazdnica
boliviana.

Se comprobd que el método inmunolégico ELISA por su alta sensibilidad,
facilidad de ejecucion, rapidez y bajo costo, es una buena alternativa que
deberia ser incorporada como método de diagndstico en los laboratorios
del Municipio de Riberalta - Bolivia. Ademas su incorporacion en
hospitales publicos seria fundamental para la identificacion de E.
histolytica y subsecuentemente el correcto tratamiento de los pacientes.
Debido a la falta de estudios publicados en Bolivia, es importante realizar
mas investigaciones sobre la infeccion por E. histolytica en otras
poblaciones para asi determinar su prevalencia, extendiéndose estos
estudios a municipios circundantes al de Riberalta que también
pertenecen a la Amazonia boliviana, considerandose probablemente
como una de las &reas prioritarias para la vigilancia epidemiolégica, tal
como ocurre en al area amazodnica de Brasil.

Se debe tomar en cuenta que la sintomatologia si bien ayuda al
diagnéstico, no es concluyente por estar relacionada con infecciones
provocadas por otras enterobacterias y parasitos.

La presencia de sangre en heces orientarAd hacia la realizacion del
diagnéstico, sin embargo, dicha caracteristica no es concluyente, razon
por la cual se requiere la confirmacion del diagndstico a través de
métodos mas especificos.

Las acciones a seguir deben estar encaminadas no solo a la identificacién
de E. histolytica, sino también a mejorar las condiciones de vida de la
poblacion, a través de la provision de servicios basicos, saneamiento
ambiental, etc.

Se deben realizar campafas de educacion en salud y modos de vida
saludable dirigidos a toda la poblacion, haciendo énfasis en escuelas,

colegios, clubes y organizaciones sociales.
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Se deben desarrollar estrategias de sensibilizacion dirigidas a las
autoridades locales, regionales y nacionales, para que tomen conciencia
de la importancia de mejorar las condiciones de vida de la poblacion.

El presente trabajo se constituye en el inicio de un proceso que pueda ser
complementado mediante la implementacion de otras investigaciones que
nos lleven a realizar un andlisis mas amplio y profundo del

comportamiento de esta ameba.
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ANEXOS




Anexo 1 - Consentimiento Informado para realizacion de serologia >

Ministerio de Salud y Deporte
Red de Servicios de Salud Riberalia
Hespital Materno Infantil Reidun Roine
LABORATORIO

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA REALIZAR SEROLOGIA PARA

SEDES.........coin. MUNICIPIO..........cceeininnn.

De manera voluntaria certifico que:

1. Me han explicado sobre el propdésito de realizar la prueba del Test de Elisa
para la deteccion de Antigenos de Entamoeba hystolitica, y que es parte de
una tesis de la Maestria de “Medicina Tropical y Salud Internacional’.

2. Me ha explicado en qué consiste todo el procedimiento a la que sera

sometida las heces de mi hijo (a).

Se me explico que se me informara sobre los resultados que se obtengan.

4. Se me informo que la realizacion de la prueba es voluntaria a tanto el
resultado como la identidad de mi hijo (a) serdn manejados e manera
confidencial.

5. Que, acepto que realicen la prueba a mi hijo (a), con las consideraciones y
condiciones ya mencionadas.

w

Firma padre/madre o apoderado(a) Nombre y firma del investigador
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Anexo 2 - Cuestionario de recoleccion de datos

Cuestionario PREVALENCIA DE Entamoeba histolytica EN NINOS MENORES DE CINCO
ANOS QUE ACUDEN AL HOSPITAL MATERNO INFANTIL REIDUN ROINNE DE
RIBERALTA QUE PRESENTAN CUADROS DIARREICOS

Numero de registro del niio: Sexo: Femenino ( ) Masculino ( )
Nombre completo: Fecha de nacimiento:___ / [/
Direccidon completa: Barrio:

Peso: Talla:

DATOS CLINICOS:
éNiio ingresado en el Hospital? Si( ), No( ). En caso de “Si”: ¢{Nifio fue ingresado debido
a diarrea? Si (), No ( ). En caso de “No”, relatar causa de ingreso:

Fecha de inicio de la diarrea: / / . Numero de deposiciones al dia (considerar
el dia en que se entregaron las heces al laboratorio):

Fiebre: Si (), No( ) Dolor abdominal:Si( ), No ( )

Vémitos: Si ,No _Flatulencias Si, No

Caracteristicas macroscépicas de las heces: liquida (), pastosa ( ), formada ( ), presencia
de sangre ( ), presenciadepus ( ), Otros( ):
RESULTADOS DE LABORATORIO:

Fecha de entrega de las heces en el laboratorio: /]

EXAMEN DIRECTO: Negativo ( ), presencia de trofozoitos de Entamoeba spp. ( ), Presencia

de Blastocystishominis ( ), presencia de trofozoitos de Giardia lamblia ( ), presencia de
trofozoitos de otros flagelados (), Otros ( ): Fecha de
realizacion: / __/ __ (debe ser el mismo dia de la entrega de las heces)

Técnica de sedimentacién simple: Negativo (), Positivo ( ):

(reportar todos los

protozoos y helmintos encontrados). Fecha de realizacién: /]

Técnica de Richie modificado Negativo ( ), Positivo ( ) (reportar todos los

protozoos y helmintos encontrados). Fecha de realizacién: /] .

CITOLOGIA DEL MOCO-FECAL: Fecha de realizacién: / __/ __ (debe ser el mismo dia de
la entrega de las heces).

Menos de diez leucocitos por campo ( )

Mas de diez leucocitos por campo ( )
Predominio de mononucleares ( ),Predominio de polimorfonucleares ( )
Células epiteliales: negativo ( ),escasas ( ),moderadas ( ), abundantes( )
Eritrocitos: negativo ( ), escasos( ), moderados( ), abundantes( )
Bacterias: negativo ( ), escasos( ), moderadas( ), abundantes( )

TEST DE ELISA RidascreenEntamoebahistolytica: Negativo ( ), Positivo( )
Resultado numérico del lector de ELISA: Fecha de realizacion: / /]




