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Resumen. Se realiz6 un estudio epidemiol6gico y molecular de cepas de E.
histolytica y E. dispar en 428 pacientes con sintomatologia gastrointestinal de
diarrea, de distintos centros de salud en Cumana, estado Sucre, Venezuela. Las
muestras se procesaron a través de: examen directo con solucion salina fisiol6-
gica al 0,85% y coloracion temporal de lugol, coloracion tricrémica y método
de concentracion de Ritchie, y para el asilamiento de quistes, se uso el gradien-
te de sacarosa. Para la deteccion molecular, se amplific6 la subunidad pequenia
de ARN 16S por Nested-Multiplex PCR. La prevalencia de E. histolytica/E. dis-
par por el método directo fue de 20,09%, mientras que por Ritchie se obtuvo
un 13,79% y con coloracion tricromico un 12,15%. Por PCR la prevalencia para
E. histolytica fue de 6,31% y de E. dispar de 4,44%, detectandose cuatro casos
de infecciones mixtas. La secuenciacion de los fragmentos amplificados de E.
histolytica indicé un 100% de homologia con las secuencias de cepas de Mérida
(Venezuela), Estados Unidos, Brasil, México y del GenBank. Las infecciones por
E. histolytica y E. dispar estuvieron asociadas estadisticamente con la edad,
pero no con ¢l sexo. La presencia de sangre, moco y dolor abdominal resultaron
asociadas solo en los infectados con E. histolytica. La moderada prevalencia de
E. histolytica indica su caracter endémico en esta poblacion y advierte sobre el
potencial problema como factor de morbilidad y mortalidad en el estado Sucre.
La frecuencia de E. dispar en esta poblaciéon hace presumir que existe una so-
breestimacion en el diagnéstico de amibiasis con sus implicaciones clinicas y
epidemioldgicas y demuestra el poco conocimiento sobre las prevalencias reales
de este protozoario. La PCR permiti6 la identificacion diferencial de E. histoly-
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tica y E. dispar, asi como la presencia de infecciones mixtas, por lo cual es
una herramienta indispensable para estudios epidemiol6gicos de amibiasis.

Epidemiologic and molecular study of Entamoeba histolytica
and Entamoeba dispar strains in pacients with diarrhea in
Cumana, Sucre state, Venezuela.
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Abstract. An epidemiological and molecular study on E. histolytica and
E. dispar was carried out in 428 patients with gastrointestinal symptomatol-
ogy of diarrhea from different health centers in Cumana, Sucre state. The
samples were processed through: direct examination with 0.85% physiological
saline solution, temporal lugol staining, trichromic staining and the Ritchie
method of concentration; a sucrose gradient was used for cyst isolation. The
small subunit of the 16S RNA was amplified by nested, multiplex PCR for the
molecular detection. The E. histolytica/E. dispar prevalences according to the
direct, Ritchie and trichromic staining methods were 20.09, 13.79 and
12.15%, respectively; while prevalences according to PCR for E. histolytica and
E. dispar were 6.31% and 4.44%, respectively, also detecting four cases of
mixed infection. Sequencing of the amplified fragments of E. histolytica
showed 100% homology with the sequences with strains from Merida (Vene-
zuela), USA, Brazil, Mexico and GenBank. The infections by E. histolytica and
E. dispar were statistically associated with age but not with sex. The presence
of mucus, blood and abdominal pain were only associated to E. histolytica in-
fection. The moderate prevalence of E. histolytica shows the endemic status of
this population and warns about the potential problem as a morbidity and
mortality in Sucre state. The frequency of E. dispar in this population sug-
gests the existence of an overestimation problem in the diagnosis of
amoebiasis with its clinical and epidemiological implications, and shows the
poor knowledge about the true prevalences of this protozoan. The PCR al-
lowed for the differential identification of E. histolytica and E. dispar, as well
as the presence of mixed infections, making a great tool for epidemiological
amoebiasis studies.

Recibido: 17-11-2006. Aceptado: 15-11-2007.

INTRODUCCION especial incidencia en los paises tropicales
y subtropicales (1, 2).

Entamoeba histolytica es el protozoario La aparicion de una especie amebica
patdgeno causante de la infeccion invasiva no patégena (Entamoeba dispar), descrita
intestinal y extraintestinal denominada por Brumpt 1925, indistinguible morfol6gi-
amibiasis, afeccion cosmopolita que tiene camente a E. histolytica ha tenido implica-
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ciones importantes en la epidemiologia de
la amibiasis (3, 4). Diversas investigaciones
epidemioldgicas en diferentes regiones del
mundo han sefialado a E. dispar como la es-
pecie mas prevalente, en su mayoria obser-
vada en individuos asintomaticos. Sin em-
bargo en paises como México, India y Afri-
ca, E. histolytica se ha registrado con mayo-
res porcentajes de morbilidad y mortalidad
(5-8). El diagnéstico de estas especies es de
gran interés clinico, debido a que, excepto
en el caso de la observaciéon microscépica
de trofozoitos hemato6fagos en cuadros dia-
rreicos, es posible diferenciar a E. histolyti-
ca de E. dispar (9).

Se han establecido diferencias entre
ambas especies en cuanto a los caracteres
bioquimicos, inmunolégicos, genéticos y
clinicos de cada una de ellas (10-14). Den-
tro de los caracteres bioquimicos, existen
diferentes isoenzimas entre E. histolytica y
E. dispar, las cuales se identificaron a tra-
vés de migracion electroforética de enzimas
como: hexoquinasas, fosfoglucomutasa, ma-
lato deshidrogenasa, peptidasa y NADP-dia-
forasa (10, 11). Inmunoldégicamente, se han
encontrado diferencias de E. dispar con E.
histolytica en cuanto a proteinas como: lec-
tina de adherencia galactosa N-acetil galac-
tosamina (Gal/ GalNAc), antigenos de su-
perficic 96KDa, 29KDa/ 30KDa y granulos
electrodensos (EDG) involucrados en la ac-
tividad colagenolitica de E. histolytica (12).

Los estudios genéticos constituyeron
la base de la diferenciacién de estas espe-
cies a través de la caracterizacion de sondas
de ADN, denominadas P145 y B133, proce-
dentes de moléculas circulantes de ADN
cromosomal de cepas patdgenas y no pato-
genas, métodos de clonacion, enzimas de
restriccion, Reaccion en Cadena de la Poli-
merasa (PCR), métodos que permitieron
observar diferencias entre las secuencias de
aminoacidos entre los antigenos de
29-30KD, en los aislamientos patégenos y
no patégenos, asi como también en los en-

sayos a nivel de los ARN ribosomales con-
servados filogenéticamente (13).

Las limitaciones del examen microsco-
pico, especificamente los falsos diagnoésti-
cos de amibiasis asociados al mismo y su in-
suficiencia para discriminar entre infeccion
por E. histolytica y E. dispar, han conducido
al desarrollo de procedimientos que permi-
tan la deteccion de componentes de las es-
pecies presentes (14). Los estudios de ADN
y el desarrollo de técnicas moleculares
como la Reacciéon en Cadena de la Polime-
rasa, ha permitido la diferenciacién de E.
histolytica y E. dispar, resultando de gran
utilidad para estudios epidemiolégicos v,
donde no hayan podido ser identificadas al
aplicar las pruebas convencionales, asi
como también la detecciones de infeccio-
nes mixtas de E. histolytica y E. dispar (15).
Los métodos desarrollados sobre la base de
PCR especie-especifica, son actualmente
utilizados como la prueba estiandar de oro,
reemplazando la diferenciacion de especies
por cultivos y andlisis de isoenzimas (16).

En tal sentido, se planted en esta in-
vestigacion hacer un estudio epidemiol6gi-
co y molecular de cepas de E. histolytica y
E. dispar en pacientes con diarrea, consti-
tuyendo éste el primer trabajo que aporta
informacion sobre la presencia de estas es-
pecies en la poblacion del estado Sucre, Ve-
nezuela.

POBLACION Y METODOS

Se seleccionaron pacientes con sindro-
me de diarrea, sin distinciéon de edad ni
sexo, en un lapso comprendido entre agosto
de 2003 a septiembre de 2004, que acudie-
ron a los laboratorios del Hospital “Antonio
Patricio de Alcala” y los ambulatorios: Dr.
“Arquimedes Fuentes Serrano”, “Dr. Ber-
nardino Martinez” y “Brasil”, en la ciudad
de Cumand, estado Sucre, Venezuela. A
cada uno de los pacientes se le aplic6 una
encuesta para obtener informaciéon sobre
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datos personales y clinicos, cumpliendo con
parametros establecidos en la declaracion
de Helsinki del 2000. Se excluyeron para
este estudio pacientes que recibieron medi-
camentos antiprotozoarios y antihelminti-
cos por lo menos 2 meses antes de la colec-
ta de la muestras de heces.

Una vez obtenidas las muestras de he-
ces en envases adecuados, fueron traslada-
das y procesadas de inmediato en el labora-
torio de Parasitologia del Departamento de
Bioanilisis para su procesamiento micros-
copico, y al laboratorio de Genética del
Instituto de Investigaciones de Biomedicina
y Ciencias Aplicadas (IIBCA), Universidad
de Oriente, Nicleo de Sucre, para el anili-
sis molecular.

Procesamiento de las muestras

Eximenes microscopicos. Examen di-
recto con solucion salina fisioldgica al
0,85% y coloracion temporal de lugol, colo-
racién tricromica para la observaciéon de la
morfologia nuclear de las especies en estu-
dio, y el método de concentracién de Rit-
chie (1).

El gradiente de densidad (sacarosa) se
utiliz6 para la separacién de quistes segun
la metodologia propuesta por Jyothi y col.
(17). Previamente las muestras se lavaron
con solucién buffter PBS (NaCl, KCI,
Na,HPO,, KH,PO,) a una concentracion
1X, con el fin de eliminar la mayor canti-
dad de detritus fecales; para ello se tomd
aproximadamente 1¢ de la muestra y se co-
loc6 en tubos Falcon de 15 mL de capaci-
dad con 3 mL de PBS 1X. Se mezclo en
vortex, se centrifugd a 3500 ¢ a tempera-
tura ambiente por 10 min. Se decanté el
sobrenadante y se agregdé PBS 1X nueva-
mente, repitiendo el lavado dos veces mas.
Se resuspendié en PBS 1x (300 wl) hasta
su procesamiento por gradiente de densi-
dad de sacarosa. En la estandarizacion se
prepararon y probaron varias concentracio-
nes de sacarosa: 2,0; 2,1; 2,2;2,3; 2,4y 3,0

mol/L, obteniéndose como concentracion
6ptima la de 2 y 3 mol/L.

Extraccion de ADN. El aislamiento de
los acidos nucleicos a partir de los quistes
de las amibas se realiz6 utilizando un kit de
extraccion Wizard Genomic® de Promega
(Madison, Wisconsin, EUA). EI ADN se al-
macen6 —20°C, hasta su posterior uso para
la PCR (18,19).

La Reaccion en Cadena de la Polimera-
sa (PCR) se llevo a cabo por Nested-Multi-
plex PCR siguiendo el protocolo de Evange-
lopulos y col. (19), donde se amplificé pri-
mero un fragmento de ADN ribosomal
(ADNr) comun de 1076 pb para ambas es-
pecies con cebadores externos E1 (TGC
TGT GAT TAA AAC GCT) y E2 ( TTA ACT
ATT TCA ATC TCG G) y posteriormente se
utilizaron cebadores especificos para E. his-
tolytica Eh-L. (ACA TTT TGA AGA CTT TAT
GTA AGT A) y Eh-R (CAG ATC TAG AAA
CAA TGC TTC TCT) para amplificar un
fragmento de 427-pb, mientras que los ce-
badores internos especificos para E. dispar
correspondieron a Ed-L (GTT AGT TAT ATA
ATT TCG ATT AGA A) y Ed-R (ACA CCA
CTT ACT ATC CCT ACC) los cuales amplifi-
caron un fragmento de 195pb.

Para la estandarizacion de la PCR se
us6 ADN de seis cepas controles para E. his-
tolytica, cepa (CSP) y (ICB-32) procedentes
de Brasil obtenida de individuos con ami-
biasis asintomatica; cepa IULA: 0593:2
(NER) procedente de Mérida-Venezuela;
IULA:1092:1 (MMM) procedente de darea
endémica de Mérida-Venezuela; HMI-IMSS
cepa Mexicana considerada como referencia
Internacional; HK9-NIH cepa de Estados
Unidos de América, todas mantenidas en
medios de cultivo axénicos TYI- S-33 me-
diante repiques durante la fase de creci-
miento exponencial (cada 72 horas) dona-
das por el Instituto de Inmunologia Clinica
de la Universidad de los Andes.

Los productos de amplificacion fueron
corridos por eclectroforesis (Sistema de
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electroforesis en gel EC330 Minicell Primo)
utilizando gel de agarosa al 2 % con bromu-
ro de etidio (0,5 ug/ mlL) como colorante.

Secuenciacion. Se seleccionaron 10
muestras, 4 muestras escogidas al azar que
amplificaron para E. histolytica (UDO) y 6
amplificados de los cultivos axénicos (cepas
controles) utilizadas como referencia.

Los productos amplificados de E. his-
tolytica, ademas de las cepas de referencias
nacionales e internacionales fueron purifi-
cados empleando el kit comercial Con-
cert™ Acid Purification System, (Life Tech-
nologies CONCERT, Gibco®-BRL), y envia-
das siguiendo las recomendaciones ofreci-
das por el Centro de Secuenciacion y Anali-
sis de Acidos Nucleicos (CeSAAN) del Insti-
tuto Venezolano de Investigaciones Cientifi-
cas (IVIC), donde se procedié a realizar la
secuenciacion con un secuenciador auto-
matico (ABI PRISM 377) y el kits Big Dye
Terminador.

Anilisis estadistico. S¢ utilizaron for-
mulas de prevalencia para comparar las es-
pecies parasitarias con base en sus frecuen-
cias de aparicion y abundancia relativa en
las muestras; para las asociaciones de las
variables clinicas y epidemiolégicas se utili-
zo Ji- cuadrado (x2) (20). Las secuencias se
analizaron por el programa computarizado

de Cromas software, version 1.45 School of
Health Sciences, Griffith University, South-
port, Queensland Australia (21) y el Clustal
X Windows (22).

RESULTADOS

Se analizaron un total de 428 muestras
de heces obteniéndose por el método direc-
to 86 casos de pacientes parasitados por el
complejo E. histolytica/ E. dispar represen-
tando un 20,09% de prevalencia, mientras
que por el método de concentracion de Rit-
chie se identificaron 59 casos (13,79%), y
por coloracion tricrémica 52 casos (12,15%).
En la mayoria de las muestras fecales, se
observé la presencia de quistes. Sélo se evi-
dencié la presencia de trofozoitos hemato-
fagos caracteristicos de infeccion por E. his-
tolytica en cuatro muestras disentéricas.
También fueron identificados otros parasi-
tos al examen directo, siendo los protozoa-
rios mas frecuentes: Blastocystis hominis
(22,89%), Entamoeba coli (10,28%), Endoli-
max nana (8,64%) y Giardia duodenalis
(6,31%) y los helmintos: Ascaris lumbricoi-
des (4,44%) vy Trichuris trichiura (3,74%)
(Fig. 1).

Al aplicar la PCR, se obtuvieron 42
muestras que amplificaron un producto de
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Fig. 1. Prevalencia de protozoarios y helmintos encontrados en los pacientes estudiados, segiin

examen directo de las heces.
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1076 pares de bases (pb) lo que permitié la
identificacion de E. histolytica y E. dispar al
compararlos con el control positivo de E.
histolytica (MMM). En la segunda fase de
PCR, se obtuvo amplificacién exclusivamen-
te para el fragmento de E. histolytica en 23
muestras, en 15 amplificé solo el fragmento
especifico de E. dispar, y en 4 muestras am-
plificaron ambos fragmentos (Fig. 2). De
acuerdo con estos resultados, la prevalencia
de E. histolytica fue de 6,31% y de 4,44%
para E. dispar.

Tomando en consideracion los resulta-
dos de la PCR, se encontrd asociacion entre
la edad y la presencia de E. histolytica (x>=
7,33%; p < 0,05), asi como también con E.
dispar (x°>= 10,29%; p < 0,05), (Fig. 3). No

se encontrd asociacion con el sexo para nin-
guna de las especies de Entamoeba
(x*=2,87; p > 0,05; >=0,43; p > 0,05, res-
pectivamente).

Al relacionar los signos y sintomas de
los pacientes infectados con E. histolytica,
resultaron asociados significativamente con
la presencia de moco, sangre y dolor abdo-
minal (Tabla I). En los pacientes infectados
con E. dispar no se encontré asociacion sig-
nificativa con ningan signo o sintoma (Ta-
bla I). En los pacientes infectados con E.
histolytica se observaron coinfecciones con
diversos protozoarios donde la mayor fre-
cuencia correspondié a B. hominis, sin em-
bargo, s6lo se encontré asociacién estadisti-
ca significativa con G. duodenalis

Fig. 2. Fragmentos especificos de 427 pb correspondiente a E. histolytica y de 195 pb para E. dispar,

en gel de agarosa al 2%.
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Fig. 3.

Frecuencia de E. histolytica y E. dispar segtin los grupos de edades de los pacientes estudiados.
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TABLA 1
ASOCIACION DE Entamoeba histolytica Y Entamoeba dispar CON LAS VARIABLES CLINICAS
EVALUADAS EN LOS PACIENTES DE ESTUDIO

Variables clinicas Infectados por Frecuencia Infectados por E. Frecuencia
E. histolytica dispar (%)

Moco 16* 59,26 6 31,58
Sangre 17%* 62,96 6 31,58

/6mitos 18,52 4 21,05
Nauseas 9 33,33 7 36,84
Dolor abdominal 24% 88,88 11 57,89
Fiebre 6 22,22 6 31,58
Flatulencia 18 66,67 13 68,42
Asociacion: *Significativa.  ** Muy significativa.

TABLA 11

2=727% p < 0,05), E. dispar (x3>=7,31%;
p < 0,05), y muy significativa con Pentatri-
chomonas hominis (¥2=19,65%*; p < 0,01)
(Tabla ID).

La secuenciacion del fragmento de
427 pares de bases especifico para E. his-
tolytica amplificado a partir de las muestras
obtenidas en este estudio (UDO-71,
UDO-144, UDO-404 y UDO-425), asi como
la de referencia Nacional (ULA-MMM vy
ULA-NER) ¢ internacional (ICB-32, CSP,
IMSS-HMI y NIH-HK9) mostraron una com-
pleta conservacion de la secuencia (Fig. 4),
con excepcién de un cambio AT observa-
do en la cepa de Brasil (CSP) y la cepa de
México (IMSS-HIMI), en una posicion muy
cercana al punto alineacion del primer de-
recho (396 nucle6tidos).

DISCUSION

En la poblacion estudiada se observd
que la prevalencia del complejo E. histolyti-
ca/E. dispar vario de acuerdo a la técnica
aplicada, reflejando a través del examen di-
recto el mayor porcentaje con respecto al
método de concentracion de Ritchie y de la
coloracion tricromica, lo cual confirma una
aparente endemicidad de estas especies en
la poblacion. El examen directo es utilizado

Entamoeba histolytica Y SU ASOCIACION CON
PROTOZOARIOS Y HELMINTOS DETECTADOS
EN LOS PACIENTES EN ESTUDIO

Parasitos Co-infectado No co-infectado
intestinales con E. con E.
histolytica histolytica
Blastocystis 10 17
hominis
Giardia duodenalis 5 22
Endolimax nana 5 22
Entamoeba coli 4 23
Entamoeba dispar 4 23
Pentatrichomonas 3 24
hominis
Chilomaacti mesnili 1 26
Trichuris trichiura 2 25
Ascaris 1 26
lumbricoides
Anquilostomideo 0 27
Hymenolepis nana 0 27
Asociacion:  *Significativa. **Muy significativa.

ampliamente para la identificacién de la
mayoria de los parasitos intestinales, por su
facil realizacién y economia, sin embargo
en el hallazgo de E. histolytica, conlleva a
falsos positivos, debido a que la especie
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UDO-71 (muestra) AAGTTTCTAGAAATGTTAAATTAAAATCAAAGAAGGAAACAATTCAAGTAATTGAGTTGTTATTACTTTG
UDO-144 (muestra) AAGTTTCTAGAAATGTTAAATTAAAATCAAAGAAGGAAACAATTCAAGTAATTGAGTTGTTATTACTTTG
UDO-404 (muestra) AAGTTTCTAGAAATGTTAAATTAAAATCAAAGAAGGAAACAATTCAAGTAATTGAGTTGTTATTACTTTG
UDO-425 (muestra) AAGTTTCTAGAAATGTTAAATTAAAATCAAAGAAGGAAACAATTCAAGTAATTGAGTTGTTATTACTTTG
IULA-MMM (Mérida) AAGTTTCTAGAAATGTTAAATTAAAATCAAAGAAGGAAACAATTCAAGTAATTGAGTTGTTATTACTTTG
IULA-NER (Mérida) AAGTTTCTAGAAATGTTAAATTAAAATCAAAGAAGGAAACAATTCAAGTAATTGAGTTGTTATTACTTTG
ICB-32 (Brasil) AAGTTTCTAGAAATGTTAAATTAAAATCAAAGAAGGAAACAATTCAAGTAATTGAGTTGTTATTACTTTG
CPS (Brasil) AAGTTTCTAGAAATGTTAAATTAAAATCAAAGAAGGAAACAATTCAAGTAATTGAGTTGTTATTACTTTG
IMSS-HMI (México) AAGTTTCTAGAAATGTTAAATTAAAATCAAAGAAGGAAACAATTCAAGTAATTGAGTTGTTATTACTTTG
NIH-HK9 (USA) AAGTTTCTAGAAATGTTAAATTAAAATCAAAGAAGGAAACAATTCAAGTAATTGAGTTGTTATTACTTTG
X56991 (GenBank) AAGTTTCTAGAAATGTTAAATTAAAATCAAAGAAGGAAACAATTCAAGTAATTGAGTTGTTATTACTTTG

AAKAKAAAA A A A Ak Ak kkkkkkkkkhkhkhkhkhkhkhkhkhk kA kA kA Ak Ak Ak Ak Ak hkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkkkkkkkkkkkkx

UDO-71 AATAAAATAAGGTGTTTAAAGCAAAACATTATGTTAATGAATATTCAAGCATGGGACAATGCTGAGGGGATGTCAATAAG
UDO-144 AATAAAATAAGGTGTTTAAAGCAAAACATTATGTTAATGAATATTCAAGCATGGGACAATGCTGAGGGGATGTCAATAAG
UDO-404 AATAAAATAAGGTGTTTAAAGCAAAACATTATGTTAATGAATATTCAAGCATGGGACAATGCTGAGGGGATGTCAATAAG
UDO-425 AATAAAATAAGGTGTTTAAAGCAAAACATTATGTTAATGAATATTCAAGCATGGGACAATGCTGAGGGGATGTCAATAAG

IULA-MMM AATAAAATAAGGTGTTTAAAGCAAAACATTATGTTAATGAATATTCAAGCATGGGACAATGCTGAGGGGATGTCAATAAG
IULA-NER AATAAAATAAGGTGTTTAAAGCAAAACATTATGTTAATGAATATTCAAGCATGGGACAATGCTGAGGGGATGTCAATAAG

ICB-32 AATAAAATAAGGTGTTTAAAGCAAAACATTATGTTAATGAATATTCAAGCATGGGACAATGCTGAGGGGATGTCAATAAG
CPS AATAAAATAAGGTGTTTAAAGCAAAACATTATGTTAATGAATATTCAAGCATGGGACAATGCTGAGGGGATGTCAATAAG
IMSS—-HMI AATAAAATAAGGTGTTTAAAGCAAAACATTATGTTAATGAATATTCAAGCATGGGACAATGCTGAGGGGATGTCAATAAG
NIH-HK9 AATAAAATAAGGTGTTTAAAGCAAAACATTATGTTAATGAATATTCAAGCATGGGACAATGCTGAGGGGATGTCAATAAG
X56991 AATAAAATAAGGTGTTTAAAGCAAAACATTATGTTAATGAATATTCAAGCATGGGACAATGCTGAGGGGATGTCAATAAG

Khkhkhkhkhkhkhkhkkhkhkkhkkhkkhkhkhkhhhhhhhkhhkhhkhkhkhhkhkhkhkhhkhhkhhkhhkhkhkhkhkhkhkkhkkhkhkhkhhkhhhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkx

UDO-71 ACATTTCGAGAGAAGGATTAAAAGGAACAATTGGGGTGATTCAGAAAATAACGGGAGAGGTGAAAATCCATGATCGCTAT
UDO-144 ACATTTCGAGAGAAGGATTAAAAGGAACAATTGGGGTGATTCAGAAAATAACGGGAGAGGTGAAAATCCATGATCGCTAT
UDO-404 ACATTTCGAGAGAAGGATTAAAAGGAACAATTGGGGTGATTCAGAAAATAACGGGAGAGGTGAAAATCCATGATCGCTAT
UDO-425 ACATTTCGAGAGAAGGATTAAAAGGAACAATTGGGGTGATTCAGAAAATAACGGGAGAGGTGAAAATCCATGATCGCTAT

IULA-MMM ACATTTCGAGAGAAGGATTAAAAGGAACAATTGGGGTGATTCAGAAAATAACGGGAGAGGTGAAAATCCATGATCGCTAT
IULA-NER ACATTTCGAGAGAAGGATTAAAAGGAACAATTGGGGTGATTCAGAAAATAACGGGAGAGGTGAAAATCCATGATCGCTAT

ICB-32 ACATTTCGAGAGAAGGATTAAAAGGAACAATTGGGGTGATTCAGAAAATAACGGGAGAGGTGAAAATCCATGATCGCTAT
CPS ACATTTCGAGAGAAGGATTAAAAGGAACAATTGGGGTGATTCAGAAAATAACGGGAGAGGTGAAAATCCATGATCGCTAT
IMSS-HMI ACATTTCGAGAGAAGGATTAAAAGGAACAATTGGGGTGATTCAGAAAATAACGGGAGAGGTGAAAATCCATGATCGCTAT
NIH-HK9 ACATTTCGAGAGAAGGATTAAAAGGAACAATTGGGGTGATTCAGAAAATAACGGGAGAGGTGAAAATCCATGATCGCTAT
X56991 ACATTTCGAGAGAAGGATTAAAAGGAACAATTGGGGTGATTCAGAAAATAACGGGAGAGGTGAAAATCCATGATCGCTAT
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UDO-71 AAGATGCACGAGAGCGAAAGCATTTCACTCAACTGTGTCCATTAATCAAGAACGAAAGTTAGGGGATCGAAGACGATCAG
UDO-144 AAGATGCACGAGAGCGAAAGCATTTCACTCAACTGTGTCCATTAATCAAGAACGAAAGTTAGGGGATCGAAGACGATCAG
UDO-404 AAGATGCACGAGAGCGAAAGCATTTCACTCAACTGTGTCCATTAATCAAGAACGAAAGTTAGGGGATCGAAGACGATCAG
UDO-425 AAGATGCACGAGAGCGAAAGCATTTCACTCAACTGTGTCCATTAATCAAGAACGAAAGTTAGGGGATCGAAGACGATCAG

IULA-MMM AAGATGCACGAGAGCGAAAGCATTTCACTCAACTGTGTCCATTAATCAAGAACGAAAGTTAGGGGATCGAAGACGATCAG
IULA-NER AAGATGCACGAGAGCGAAAGCATTTCACTCAACTGTGTCCATTAATCAAGAACGAAAGTTAGGGGATCGAAGACGATCAG

ICB-32 AAGATGCACGAGAGCGAAAGCATTTCACTCAACTGTGTCCATTAATCAAGAACGAAAGTTAGGGGATCGAAGACGATCAG
CPS AAGATGCACGAGAGCGAAAGCATTTCACTCAACTGTGTCCATTAATCAAGAACGAAAGTTAGGGGATCGAAGACGATCAG
IMSS-HMI AAGATGCACGAGAGCGAAAGCATTTCACTCAACTGTGTCCATTAATCAAGAACGAAAGTTAGGGGATCGAAGACGATCAG
NIH-HK9 AAGATGCACGAGAGCGAAAGCATTTCACTCAACTGTGTCCATTAATCAAGAACGAAAGTTAGGGGATCGAAGACGATCAG
X56991 AAGATGCACGAGAGCGAAAGCATTTCACTCAACTGTGTCCATTAATCAAGAACGAAAGTTAGGGGATCGAAGACGATCAG
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UDO-71 ATACCGTCGTAGTCCTAACTATAAACGATGTCAACCAAGGATTGGATGAAATTCAGATGTACAAAGAT
UDO-144 ATACCGTCGTAGTCCTAACTATAAACGATGTCAACCAAGGATTGGATGAAATTCAGATGTACAAAGAT
UDO-404 ATACCGTCGTAGTCCTAACTATAAACGATGTCAACCAAGGATTGGATGAAATTCAGATGTACAAAGAT
UDO-425 ATACCGTCGTAGTCCTAACTATAAACGATGTCAACCAAGGATTGGATGAAATTCAGATGTACAAAGAT

IULA-MMM ATACCGTCGTAGTCCTAACTATAAACGATGTCAACCAAGGATTGGATGAAATTCAGATGTACAAAGAT
IULA-NER ATACCGTCGTAGTCCTAACTATAAACGATGTCAACCAAGGATTGGATGAAATTCAGATGTACAAAGAT

ICB-32 ATACCGTCGTAGTCCTAACTATAAACGATGTCAACCAAGGATTGGATGAAATTCAGATGTACAAAGAT
CPS ATACCGTCGTAGTCCTAACTATAAACGATGTCAACCAAGGATTGGATGAAATTCAGATGTMCAAAGAT
IMSS-HMI ATACCGTCGTAGTCCTAACTATAAACGATGTCAACCAAGGATTGGATGAAATTCAGATGT Y CAAAGAT
NIH-HK9 ATACCGTCGTAGTCCTAACTATAAACGATGTCAACCAAGGATTGGATGAAATTCAGATGTACAAAGAT
X56991 ATACCGTCGTAGTCCTAACTATAAACGATGTCAACCAAGGATTGGATGAAATTCAGATGTACAAAGAT
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Fig. 4. Secuencia del fragmento de 427 pb especifico para E. histolytica de las muestras: UDO (71,
144, 404, 425) y de Mérida: ULA (MMM, NER), Brasil: ICB (32, CSP), México: IMSS-HIMI,
EUA: NIH-HK9 y la del GenBank (X56991).
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puede confundirse con otras amibas como
E. dispar, quistes inmaduros de Entamoeba
coli, Entamoeba hartmani, Entamoeba
moshkovskii u otras células del hospedero
como leucocitos y macrofagos, requiriéndo-
se en estos casos de altos niveles de expe-
riencia del analista (23- 27).

Nuestros resultados son consistentes
con los senalados en el estado Zulia, Vene-
zuela, en investigacion realizada en ninos
escogidos al azar de 0-14 afios, donde se re-
gistraron elevadas prevalencias de enteropa-
rasitos senaldandose al complejo E. histolyti-
ca/E. dispar con el mayor porcentaje
(20,98%) (28). En Nicaragua, un estudio
realizado en pacientes mayores de dos afnos
con diarrea provenientes de varios centros
hospitalarios, se¢ determiné un 24,00% de
prevalencia para el complejo E. histolyti-
ca/E. dispar (23). Sin embargo, nuestros
resultados difieren de los publicados por,
Michelli y De Donato (29) quiénes indica-
ron prevalencias inferiores (6%) en indivi-
duos sintomaticos y asintomaticos de Rio
Caribe, estado Sucre.

También fueron observados otros para-
sitos protozoarios y helmintos a través del
examen directo, encontrandose elevadas pre-
valencias de B. hominis, las cuales guardan
relacion con las obtenidas en otras investiga-
ciones (29-31). La presencia de estas parasi-
tosis en la poblacién pone en evidencia la ex-
posicion continua a diferentes enteroparasi-
tos, debido en su mayoria a elementos con-
taminantes en el ambiente, lo que permite
la permanencia y difusién de las formas evo-
lutivas infectantes de los mismos.

Las cifras de prevalencias obtenidas
por PCR de E. histolytica (6,31%) y E. dis-
par (4,44%) en la presente investigacion,
demuestran que existe un sobreregistro de
E. histolytica en la poblacion analizada.
Estos resultados se asemejan a los reporta-
dos por Haque y col. (32) en estudio reali-
zado en nifos asintomadticos los cuales, ob-
tuvieron una prevalencia para E. histolytica

de 4,7% y de 5% para E. dispar. Al comparar
estos resultados con los obtenidos en la
presente investigacion se demuestra que
tanto E. histolytica como E. dispar pueden
encontrarse en igual frecuencia tanto en in-
dividuos asintomadticos como sintomaticos.
Sin embargo las infecciones asintomaticas
por E. histolytica deben ser tratadas por su
potencial progreso a una enfermedad inva-
siva (33).

Los resultados obtenidos difieren de
los senalados por Parija y Khairnar (24)
quienes obtuvieron elevadas prevalencias
para E. dispar (8,84%) en comparacion
con la obtenida para E. histolytica (1,7%),
al evaluar 746 pacientes con sintomas gas-
trointestinales provenientes de Pondi-
cherry, India. Es importante mencionar
que E. dispar atn en algunas zonas endé-
micas de amibiasis, se¢ presenta con mayo-
res porcentajes, representando esto un
problema de salud debido a los falsos diag-
noésticos (5, 23).

La deteccién por PCR de E. histolytica
y E. dispar constituyé un hallazgo impor-
tante ya que demostré que en la poblacion
objeto de estudio circulan ambas especies,
va sea en forma individual o en conjunto,
evidenciandose E. histolytica con mas fre-
cuencia que E. dispar. El diagnostico de
amibiasis en la mayoria de los laboratorios
clinicos del pais, es realizado por examen
directo y en base a la clinica de los pacien-
tes, lo que ha conllevado a la aplicacién de
tratamientos inadecuados, sin aplicar el tra-
tamiento adecuado al agente patégeno cau-
sante de la diarrea y probablemente ocasio-
nando la alteracion de la flora intestinal en
estos pacientes. En base a ello, la Organiza-
cion Mundial de la Salud (OMS) y la Organi-
zacion Panamericana de la Salud (OPS)
(27), sugieren que en el examen microsco-
pico de heces debe reportarse complejo E.
histolytica/E. dispar y que ¢l registro de E.
histolytica s6lo debe emplearse para la espe-
cie patogena, identificada por cualquiera de
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las técnicas especificas como: andlisis de
isoenzimas, deteccion de antigenos fecales,
cultivos axénicos, PCR y otras técnicas mo-
leculares.

En cuanto a la edad, los mas afectados
por ambas especies fueron nifios y jovenes.
En estas edades se aumenta el consumo de
bebidas y alimentos fuera de sus hogares,
asi como también esta presente el descono-
cimiento de la transmision de estas infec-
ciones y fallas en las medidas de prevencion
que favorecen la presencia de estos entero-
parasitos. Estos resultados son consistentes
con los sefialados en Filipinas (34), donde
la mayor prevalencia de E. histolytica se ob-
tuvo en el grupo de edades de 5-14 anos. En
Brasil, Braga y col. (35) reportaron una pre-
valencia de 24,7% de infectados por E. his-
tolytica en 335 individuos con un promedio
de edad de 14 anos.

Con respecto al sexo, las infecciones
por E. histolytica y E. dispar no mostraron
predileccion por ningtin sexo, lo que indica
que ambos tienen la misma susceptibilidad
a ser infectados por estas especies, lo cual
concuerda con numerosas investigaciones
(29, 34, 36).

La observacion de las variables clinicas
asociadas estadisticamente a E. histolytica
en la presente investigaciéon son muy indi-
cativas de amibiasis, sin embargo, no debe
ser concluyente debido a que existen otros
microorganismos, como bacterias y otras
especies parasitarias, que pueden ocasionar
la aparicion de estos signos y sintomas
(14). Es importante mencionar que la au-
sencia de sangre no descarta la presencia
de E. histolytica en las heces de los pacien-
tes, esta manifestacion va a depender de la
respuesta del hospedero y de la virulencia
de la amiba (1, 14).

La asociacién con ¢l dolor abdominal
es sustentada con lo reportado por Haque y
col. (33) quienes lo seiialaron como sinto-
ma frecuente en los pacientes con diarrea
asociados a cuadros con E. histolytica.

Por otra parte, al referirnos a las aso-
ciaciones parasitarias de E. histolytica con
P. hominis, y E. dispar, se considera que es-
tas especies pudieran actuar de manera in-
dependiente una de la otra (37), debido a
que solo E. histolytica tiene accion invasiva,
mientras que las otras especies son no pato-
genas, lo cual ha sido previamente senalado
en humanos (38). Sin embargo, en la aso-
ciacién con otros patégenos como G. duo-
denalis, muy probablemente pueda ocurrir
una acciéon competitiva a nivel de la mucosa
intestinal. Ambos parasitos pudieran estar
causando el cuadro diarreico, quizds uno en
mayor grado que el otro, dependiendo de
las densidades parasitarias y las interaccio-
nes entre los mismos (1).

Los trabajos de Rivera y col. (34) sena-
lan una fuerte asociacién del complejo E.
histolytica/E. dispar con E. coli. Asi como
también los de Acuna-Soto y col. (37) quié-
nes encontraron asociaciones de E. histoly-
tica con E. nana y E. coli.

En lo que respecta a la comparacion de
las secuencias del fragmento de 427 pb de
las cepas de referencia de E. histolytica na-
cionales ¢ internacionales y de las muestras
en estudio, se demostré una homologia com-
pleta (100%) para todas las cepas, con ex-
cepcion de una cepa de Brasil y la cepa de
México. La secuencia de la sub-unidad pe-
quena del ARN ribosomal, utilizada en este
estudio, para ¢l diagnodstico molecular de las
especies y la secuenciacion, ha sido utilizada
para estudios de diferenciacion de las espe-
cies de Entamoeba y Endolimax, con muy
buenos resultados (39). Es evidente, sin em-
bargo, que esta secuencia no es lo suficien-
temente variable para poder estudiar las di-
ferencias entre cepas para esta especie. En
este sentido, Newton-Sanchez y col. (40), es-
tudiando la secuencia intergénica del ARN
ribosomal, la cual es mas variable que la sub-
unidad pequeiia, no encontraron diferencias
entre 10 cepas aisladas de E. histolytica pro-
venientes de varias partes de México.
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Ghosh y col. (41) tampoco pudieron
encontrar diferencias significativas entre
cepas de México, India y EUA, utilizando la
secuencia intergénica entre los genes de la
superoxido dismutasa y la actina 3, por lo
que sugieren que las infecciones de E. his-
tolytica en humanos a nivel mundial se deri-
van de una sola cepa que se difundié por ac-
tividades antropogénicas. Sin embargo, se
han encontrado variaciones en el niimero
de repeticiones en los genes de la quitinasa
y la proteina rica en serina de E. histolytica
(SREHP, por sus siglas en inglés) que han
permitido diferenciar tanto cepas de dife-
rentes regiones como entre cepas de una
misma region (42, 43).

En este estudio se demuestra, que
existe una sobreestimacion de amibiasis en
la poblacion analizada, asi como también el
desconocimiento en cuanto al registro del
complejo E. histolytica/E. dispar. La PCR
resulté ser una téenica adecuada en la iden-
tificacion de las especies, asi como también
en la deteccion de infecciones mixtas. Las
cepas en estudio de E. histolytica presenta-
ron un 100% de homologia con las de refe-
rencias. Es evidente que para el diagnostico
de amibiasis es necesario incluir en los la-
boratorios clinicos, técnicas que permitan
distinguir a E. histolytica de E. dispar, dada
la importancia clinica y considerando las
consecuencias que ocasionan los inadecua-
dos tratamientos en los pacientes. Se reco-
mienda llevar a cabo nuevas investigaciones
epidemioldgicas donde se evalten pacientes
tanto sintomaticos como asintomaticos que
permitan esclarecer cifras exactas de preva-
lencia para ambas especies en la region.
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