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Resumen. Para determinar la prevalencia de Entamoeba histolytica como
productora de diarrea, se realiz6 un estudio en nifios menores de cinco afos
con diarrea que asistieron a diversas consultas del Servicio Auténomo Hospi-
tal Universitario de Maracaibo, Venezuela. A las muestras de heces obtenidas,
se les realiz6 examen macroscopico, microscopico con solucion salina fisiol6-
gica 0,85% y lugol, asi como coloracion de Kinyoun. El resto de la muestra se
congelo hasta la extraccion del ADN y luego se amplificaron mediante PCR se-
paradas para E. histolytica y E. dispar. De las 50 muestras analizadas median-
te examen microscopico, ninguna presenté trofozoitos y/o quistes de Enta-
moeba histolytica/dispar/moshkouskii, ni coccidios intestinales. Los parasitos
detectados fueron Giardia lamblia (6%), Blastocystis sp. (6%), Pentatrichomo-
nas hominis (2%), Ascaris lumbricoides (2%) y Trichuris trichiura (2%). Me-
diante PCR, 6 muestras (12%) presentaron ADN de E. dispar 'y 2 (4%) ADN de
E. histolytica. Ningtn nifio present6 asociacion de ambas amibas. Los dos ni-
nos que presentaron E. histolytica tenian 1 ano de edad. E. dispar si fue detec-
tada en ninos de menor edad. Se sugiere que la prevalencia de E. histolytica
en nifios menores de cinco afos con diarrea es realmente baja.
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Detection of Entamoeba histolytica and Entamoeba dispar
by PCR in children, less than five years of age with diarrhea,
in Maracaibo, Venezuela. A preliminary study.
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Abstract. To determine the prevalence of Entamoeba histolytica as a pro-
ducer of diarrhea, a study was conducted in children, less than five years of
age, with diarrhea who attended several out patient clinics of the Servicio
Auténomo Hospital Universitario, Maracaibo, Venezuela. A macroscopic and
microscopic examination with physiological saline, lugol and Kinyoun staining
were performed to the stool samples obtained. The remainder of the sample
was frozen until DNA extraction, and PCR amplification was performed sepa-
rately for E. histolytica and E. dispar. Microscopic examination showed no
trophozoites and/or cysts of Entamoeba histolytica/dispar/moshkovskii, or in-
testinal coccidians in any of the 50 samples analyzed. Parasites detected were
Giardia lamblia (6%), Blastocystis sp. (4%), Pentatrichomonas hominis (2%),
Ascaris lumbricoides (2%) and Trichuris trichiura (2%). By PCR, six samples
(12%) had DNA of E. dispar and two (4%) had DNA from E. histolytica; no
child showed association of both amoebae. The two children who had E.
histolytica were one-year-old. E. dispar was detected in younger children. We
suggest that the prevalence of E. histolytica in children under five years is re-

ally low.

Recibido: 12-06-2013 Aceptado: 31-10-2013

INTRODUCCION

Las enfermedades diarreicas constitu-
yven un problema de salud publica en el
mundo, especialmente en paises en desarro-
llo, donde representan una importante cau-
sa de morbilidad y mortalidad en nifios me-
nores de cinco anos. Miltiples episodios de
diarrea en el primer ano de vida pueden de-
teriorar el estado nutricional y causar gra-
ves secuelas en el nino. Las caracteristicas
epidemioldgicas, agentes etioldgicos y pre-
sentacion clinica de las diarreas son muy
variables dependiendo del pais, region y co-
munidad, por lo que su conocimiento es
esencial para el diseio de programas de
prevencion y control (1).

La etiologia de las diarreas no esta
completamente determinada en Venezuela,
debido a que la causa de esta enfermedad
no se estudia en detalle, sino que en gene-
ral, se refiere el nimero de casos clinicos
con la patologia y los grupos de edad afec-
tados. Sin embargo, la mayoria de los estu-
dios efectuados para determinar la etiologia
de las diarreas agudas en nifios menores,
sefialan que la mayor frecuencia correspon-
de a infecciones virales, en segundo lugar
bacterias enteropatdgenas y en tercer lugar
los parasitos. Los parasitos patégenos mas
frecuentemente involucrados son G. lam-
blia, Cryptosporidium sp., y Entamoeba his-
tolytica, este ultimo, agente etioldgico de la
amibiasis (1-3).
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Seguin la Direccion Regional de Epide-
miologia del Edo. Zulia (4), para el afo
2008 las diarreas constituyeron la tercera
causa de morbilidad en consulta ambulato-
ria del estado y la segunda para el munici-
pio Maracaibo. En el mismo reporte se se-
nalan 25.402 casos de amibiasis y 53.281
casos de diarreas en ninos de 1-4 afnos.

El diagndéstico rutinario de la amibia-
sis se realiza mediante examen coprologi-
co, a través de la observaciéon microscépica
de quistes y/o trofozoitos morfologicamen-
te compatibles con E. histolytica, en las he-
ces 0 con menos frecuencia en la biopsia
de tejido mucoso. Sin embargo, el recono-
cimiento de Entamoeba dispar y reciente-
mente la deteccion de Entamoeba mosh-
kovskii en seres humanos ha complicado el
diagnoéstico microscopico de laboratorio
(5), va que, E. histolytica, E. dispar y E.
moshkovskii son morfolégicamente idénti-
cas, pero diferentes desde el punto de vista
genético y bioquimico (5-8), considerando-
s¢ ademas a estas dos ultimas como ami-
bas no patégenas (9).

Por todo esto, el examen microscopico
del material fecal presenta ahora serias li-
mitaciones, siendo la mds importante de
ellas, la incapacidad de distinguir entre E.
histolytica, E. dispar y E. moshkovskii, don-
de solo puede confirmarse la presencia de
E. histolytica cuando las muestras presen-
tan trofozoitos hematofagos (10), situacion
que es bastante infrecuente. La deteccién
de la lectina de galactosa y N acetil galacto-
samina (Gal/GalNAc-lectina) en materia fe-
cal mediante la técnica de ELISA y la ampli-
ficacion por PCR de fragmentos especificos
de ADN gendémico si permiten identificar
las especies (11), las cuales son técnicas
que por su alto costo y/o condiciones de in-
fracstructura especiales, no se realizan en
los laboratorios de rutina de nuestro pais.

Debido al escaso nimero de investiga-
ciones realizadas en ¢l pais que senalen la
verdadera prevalencia de E. histolytica en

ninos con diarrea y la inexistencia de infor-
maciéon al respecto en nuestra region, se
realiza la presente investigacion.

MATERIALES Y METODOS

Diseiio del estudio, poblaciéon y muestra

Se realizé un estudio prospectivo,
transversal, descriptivo en niflos menores
de cinco afios de edad, de ambos sexos que
asistieron a diversos servicios, Emergencia
Pediatrica, Triaje Pediatria, UCAIEPI (Uni-
dad de Cuidados de Atencién Integral de las
Enfermedades Prevalentes en la Infancia)
del Servicio Auténomo del Hospital Univer-
sitario de Maracaibo (SAHUM), desde Octu-
bre hasta Diciembre del afio 2009. Se limi-
t6 a 50 el nimero de individuos participan-
tes en el estudio, en virtud de los costos
que representaba la prueba de PCR. Se es-
cogieron como muestra, los 50 nifos que
en dicho periodo de tiempo cumpliesen con
el criterio de inclusiéon requerido: menores
de 5 anos, de ambos sexos, con sindrome
diarreico, que fuesen asistidos en los servi-
cios mencionados. Asi mismo, se les explic
a los padres y/o representantes los benefi-
cios de participar en el estudio y asi obte-
ner el consentimiento firmado. Los padres
o tutores legales de todos los pacientes pe-
diatricos dieron su consentimiento informa-
do por escrito segiin las Normas del Codigo
de Bioética y Bioseguridad (12).

Diagnostico de laboratorio

Se solicit6 una muestra de heces por
nifo, recolectada en envase plastico, limpio
y seco, identificado con el nombre, edad y
sexo del paciente. Se realizé en primer tér-
mino, el examen macroscopico y microsco-
pico de las heces con solucion salina fisiol6-
gica al 0,85% y coloracion de lugol. Es im-
portante resaltar que fue imposible realizar
téenicas de concentracion, debido a la insu-
ficiente cantidad de muestra recibida, pues
una porcion de la misma debia ser sometida
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a otras determinaciones coproquimicas (re-
sultados no mostrados aqui). Con una por-
cion de la muestra se realizé un frotis colo-
reado con Kinyoun (13), con la finalidad de
detectar la presencia de coccidios intestina-
les. Otra porcién de la muestra se mantuvo
congelada a —20°C, hasta su procesamiento
por PCR. Posteriormente, fueron traslada-
das hasta el Laboratorio de Biologia Mole-
cular del Centro de Investigaciones Endo-
crino Metabdlicas (CIEM) perteneciente a
la Facultad de Medicina de LUZ, donde se
realizaron las PCR separado para E. histoly-
tica y E. dispar, segin procedimiento des-
crito por Rivero y col. (10). No se realiz6 la
deteccion de E. moshkovskii, pues para la
fecha no se disponia de primers, ni control
positivo para dicha determinacion.

Anilisis estadistico

Se definieron grupos etarios en base a
la clasificacion de Masalan y Gonzalez (14).
Los resultados fueron expresados en niime-
ro y porcentajes, se determiné el promedio
de la edad, ademads se realizé la prueba de
Ji-cuadrado (y2) y prueba exacta de Fisher
cuando correspondiese, para comparar va-
riables cualitativas. Se tomé el 95% como
indice de confiabilidad, con un nivel de sig-
nificancia p < 0,05; utilizando ¢l programa
SPSS version 10.0 para Windows.

RESULTADOS

Se recolectaron las muestras fecales
de 50 ninos con diarrea. La mediana de la
edad fue de 1 ano (12 meses) y la DS de =
9,6 meses, participaron 26 varones y 24
hembras. La prevalencia general de parasi-
tados, fue del 24% (12/50), donde 7
(58,3%) eran varones y 5 (41,6%) hembras.
El poliparasitismo fue del 25%, representa-
do por 3 ninos, siendo el maximo nimero
de asociaciones detectadas, de 4 parasitos.

Los parasitos diagnosticados mediante
microscopia se evidencian en la Tabla I:

TABLA I
PREVALENCIA DE ENTEROPARASITOS*
MEDIANTE EXAMEN MICROSCOPICO,
EN NINOS MENORES DE CINCO ANOS
CON DIARREA DE MARACAIBO, VENEZUELA

Especie Parasitaria N° Casos %

Giardia lamblia 3 6
Blastocystis sp. 3 6
Pentatrichomonas hominis 1 2
Ascaris lumbricoides 1 2
Trichuris trichiura 1 2

*Incluidas las asociaciones parasitarias.
%2 = 0,000. GL: 4. No hay diferencia significativa.

Giardia lamblia (6%), Blastocystis sp. (6%),
Pentatrichomonas hominis (2%), Ascaris
lumbricoides (2%) y Trichuris trichiura
(2%). Ningan paciente presento trofozoitos
y/o quistes de Entamoeba histolytica/dis-
par/moshkovskii, ni se observaron cocci-
dios intestinales.

En las Figs. 1y 2 se observan los resul-
tados del PCR donde 6 muestras (12%) pre-
sentaron ADN de E. dispary 2 (4%) ADN de
E. histolytica, ningtin nino presentd asocia-
cion de ambas amibas.

El mayor ntiimero de ninos estudiados
(24), se encontraba en el estrato de 1 a 11
meses (lactante menor), donde el nifio mas
pequeno infectado por las amibas tenia un
mes de nacido y portaba E. dispar. Solo se
detectd E. histolytica en ninos de 12 a 23
meses (lactantes mayores: 8,3%). No se de-
terminé diferencia significativa entre la
prevalencia de las amibas estudiadas segiin
edad ni sexo, aunque el bajo nimero de in-
dividuos estudiados no permite hacer mayo-
res conclusiones al respecto.

DISCUSION
Segiin la OMS (15), la amibiasis afecta

anualmente a 40-50 millones de personas y
supone alrededor de 100.000 muertes anua-
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Fig. 1. Identificacion por PCR de E. histolytica. M: marcador de peso molecular; C+: control de refe-
rencia de E. histolytica (SrpEh 5/3); C-: control negativo; carriles 1 al 17: ADN extraido de
muestras de heces de pacientes. Se observa fragmento de 553 pb en 2 de 50 muestras

analizadas (carriles 6y 15).

MECtrCipai2dswa

567pb —>

5 6, 7 8

9 10 11 12 13 14 15 16 17

Fig. 2. Identificacion por PCR de E. dispar. M: marcador de peso molecular; C+: control de referen-
cia de E. dispar (SrpED 5/3); C-: control negativo; carriles 1 al 17: ADN extraido de muestras
de heces de pacientes. Se observa fragmento de 567 pb en 6 de las 50 muestras analizadas

(carriles 3, 4, 8,10y 13).

les. La prevalencia mundial de la amibiasis
estd sobreevaluada actualmente, en virtud
de que el diagnéstico de laboratorio que se
realiza en la mayoria de los paises no distin-
gue entre E. histolytica, E. dispar y E. mosh-
kovskii; por lo que las cifras obtenidas in-
cluyen a las tres amibas. En la medida que
los diagnésticos clinicos de amibiasis sean
confirmados o rechazados en base a resulta-
dos obtenidos mediante pruebas de labora-
torio que sefialen especificamente a la ami-
ba implicada, la prevalencia de la amibiasis
disminuira en forma importante.

En la literatura (3, 16-18) las cifras de
prevalencia de E. histolytica varian notable-
mente en los dltimos afos debido a varios
factores. Entre ellos, la redescripcion for-
mal de E. dispar como especie diferente a
E. histolytica; 1la deteccion de E. moshkovs-
kii en humanos y variaciones debidas a las
técnicas utilizadas para el diagnéstico de

las amibas. Sin embargo, en investigaciones
latinoamericanas donde se han utilizado
téenicas discriminatorias, los valores de
prevalencia de E. histolytica y de E. dispar
no superan el 30%. En Colombia, se realiza-
ron estudios puntuales para diferenciar es-
tas dos especies mediante ELISA para la de-
teccion de la Gal/GalNAc-lectina en mate-
ria fecal; las frecuencias relativas comunica-
das, fueron de 0,6-1,4% para E. histolytica y
de 15-17% para E. dispar (19, 20). En Nica-
ragua refieren una prevalencia para E. his-
tolytica de 1,5% y para E. dispar 7,5% (21).
En México han reportado 11,4% de preva-
lencia para E. histolytica, 7,2% para E. dis-
par y 2,4% para ambas especies de amibas
(22).

En otros continentes las cifras son va-
riables. Un trabajo reciente realizado en los
Emiratos Arabes (23) utilizando nested
PCR, senala un 13,3% de prevalencia de E.
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histolytica, 6,6% de E. dispar y 3,3% de E.
moshkouskii. Un estudio realizado en comu-
nidades rurales de Malasia (8) mostré que
la infeccion con E. histolytica (75,0%) fue la
mas comun, seguida de E. dispar (30,8%) y
E. moshkouskii (5,8%). De estos, 63,5% de
los individuos presentaban solo E. histolyti-
ca, 19,2% portaban E. dispar v 3 (5,8%)
solo E. moshkovskii.

En Venezuela, los estudios realizados
mediante técnicas moleculares para dife-
renciar estas especies de Entamoeba (E.
histolytica de E. dispar) son escasos. En
2008, Mora y col. (24), realizaron un estu-
dio en Cumani donde reportan una preva-
lencia para E. histolytica de 6,3% y para E.
dispar 4,4% mediante PCR, en pacientes
con diarrea. Rivero y col. (10) refieren un
total de 47 casos positivos a estas amibas
mediante PCR en Maracaibo; de los cuales
10,7% eran portadores de E. histolytica,
7,8% de E. dispar y 4,4% presentaron infec-
cién mixta por ambos parasitos.

En cuanto a la prevalencia de estas
amibas en nifios, en nuestra regién son ba-
jas si las comparamos con otros resultados
en el pais, como los de Rodulfo y col. (25);
quienes mediante una técnica de nested
PCR, refieren prevalencias de 19,3% para E.
histolytica, 4% para E. dispar y 4,7% de in-
fecciones mixtas en nifios 0 a 10 afos de
Barcelona, Venezuela. Los resultados aqui
obtenidos se asemejan mas a los de Haque y
col. (26), quienes reportan en ninos de
Bangladesh, 4,2% de prevalencia para E.
histolytica y 6,5% de E. dispar en nifos del
drea urbana; mientras que en los del 4rea
rural observaron 1% de E. histolytica y 7%
de E. dispar.

Los resultados obtenidos en la presen-
te investigacion, sefnalan bajos porcentajes
de E. histolytica (4%) en ninos menores de
5 afos que incluso presentaban cuadro dia-
rreico, lo cual desmiente en cierta medida,
el mito de que la amibiasis es sumamente
frecuente en nifnos, principalmente en lac-

tantes. Apoyando esta premisa, podemos ci-
tar un estudio realizado en el estado Bolivar
(27), donde se refiere la ausencia de E. his-
tolytica/dispar en ninos de dicha entidad y
aunque no se usaron técnicas especificas
para discriminar entre estas amibas, es des-
tacable que ellas estén ausentes, conside-
rando que los ninos estudiados pertenecian
al nivel socioeconémico medio, medio-bajo
y bajo, donde existe mayor riesgo de trans-
mision. Aunque el nimero de individuos es-
tudiados fue bajo (50 individuos) se utilizo
una téenica altamente sensible y especifica
para el diagnostico de la parasitosis, por lo
que los resultados son importantes. Fue
mas elevada la prevalencia de E. dispar
(12%) que la de E. histolytica, situacion que
ha sido referida por otras investigaciones en
poblacion general a nivel mundial (19-22) y
consideramos que la condicién parece pre-
sentarse de igual forma en nifos.

No se observé coincidencia entre los
resultados del examen directo de heces y
los resultados por PCR, ya que mediante
examen microscopico ningdin paciente fue
detectado con Entamoeba histolytica/dis-
par/moshkovski; mientras que mediante
PCR, 8 muestras amplificaron para alguna
de las especies de amibas. Consideramos
factible que las formas evolutivas de dichas
amibas estuviesen en muy baja cantidad o
parcialmente destruidas, por lo que no pu-
dieron ser detectadas mediante microsco-
pia y si mediante PCR, que es una técnica
mucho mas sensible.

El examen directo de la muestra fecal
con solucién salina fisiolgica 0,85% y lugol
por microscopia de luz, ha sido el procedi-
miento de primera linea para el diagnéstico
de la amibiasis y otras parasitosis intestina-
les humanas, sin embargo, puede conducir
a falsos negativos y positivos. Los falsos ne-
gativos pueden deberse a retrasos en el pro-
cesamiento de la muestra fecal (que provo-
ca la alteracion y destruccion de las formas
evolutivas parasitarias); corto tiempo de re-
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vision microscopica de la muestra y escasa
experiencia del personal encargado de la re-
vision. Los falsos positivos en el diagnéstico
de laboratorio, generalmente se deben a la
confusion entre macréfagos y trofozoitos
amebianos, asi como entre polimorfonu-
cleares y quistes o con los quistes de otras
amibas (Ej: E. coli, E. hartmanni), de alli la
baja especificidad de este tipo de examen,
lo que conlleva a una incorrecta identifica-
cion de las amibas (26, 28). Por este motivo
se requiere de una alta experiencia y entre-
namiento del profesional que ejecuta el
diagnéstico.

En cuanto a la presencia de diarrea
atn en ninos que portaban E. dispar, es ne-
cesario aclarar que un nifio portador de
esta amiba también presenté G. lamblia, lo
que podria explicar la diarrea observada.
Del resto de los nifos parasitados con estas
amibas, solo uno que portaba E. histolytica,
también presenté Blastocystis sp. Sin em-
bargo, en la literatura existen reportes de
E. dispar, E. histolytica ¢ infecciones mixtas
en individuos con sintomas gastrointestina-
les siendo la diarrea uno de las principales
manifestaciones encontradas (25). En el
mismo contexto, el resto de los casos con
diarrea, podrian deberse a algian agente
bacteriano o viral que lamentablemente no
pudo ser diagnosticado al no incluirse en
esta investigacion, coprocultivos ni pruebas
para rotavirus ni adenovirus.

En general, las infecciones causadas
por protozoarios intestinales predominaron
en los ninos estudiados. El poliparasitismo
fue infrecuente, sobre todo en los tres pri-
meros grupos etarios estudiados, lo que
puede comprenderse por los cuidados ma-
ternos que estos ninos reciben. Mediante
examen microscopico, los paradsitos mas
prevalentes fueron G. lamblia y Blastocystis
sp. con 6% cada uno. G. lamblia siempre ha
sido referido como uno de los microorganis-
mos mas frecuentes en nifios con diarrea
(5, 29, 30). En paises en vias de desarrollo,

G. lamblia afecta entre un 20 a un 30% de
la poblacion, siendo los ninos menores de 5
afos los mas afectados, debido a sus hébi-
tos poco higiénicos (30). Blastocystis sp.,
aunque es considerado ahora taxonémica-
mente como un cromista, sigue siendo el
microorganismo mas frecuentemente ob-
servado en la muestras fecales humanas de
individuos de todas las edades (17, 18, 31,
32), la infeccion por este microorganismo
no parece restringirse a condiciones clima-
ticas, grupos socioecondémicos ni areas geo-
graficas.

Desde el punto de vista epidemiol6gi-
co, la amibiasis es mas frecuente en los pai-
ses tropicales y en individuos con malas
condiciones higiénico-sanitarias. A su vez
estas condiciones estan presentes en mu-
chas comunidades de bajo estatus socioeco-
némico. Aunque en la presente investiga-
cién, no se realizé una encuesta socioeco-
noémica a las familias de los nifios incluidos
en el estudio, al realizarse el muestreo en
una institucién publica, puede inferirse que
los asistentes al hospital pertenecen a un es-
trato socioeconémico bajo. En base los re-
sultados obtenidos, se sugiere que la preva-
lencia de E. histolytica en ninos menores de
cinco afos con diarrea es realmente baja,
adin en ninos de bajo nivel socioeconémico.
Son necesarias mas investigaciones en rela-
cién a este tema, sobre todo en las que se
evalie a un ntimero mayor de individuos.
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