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RESUMEN

Antecedentes: E| propdsito del presente estudio fue utilizar pruebas
inmunoenzimaticas (ELISA) para determinar la prevalencia de anticuerpos anti
Entamoeba histolytica en diferentes instituciones de salud de la ciudad de
Tarija. En nuestro pais, la prevalencia de la amebiasis esta basada en la
identificacion microscopica del parasito en las heces, pero debido al bajo
rendimiento del método y a la imposibilidad real de distinguir entre Entamoeba
histolytica y Entamoeba dispar, desconocemos la prevalencia verdadera de la
infeccidn por Entamoeba histolytica en la poblacion.

Objetivo principal: Determinar la seroprevalencia de anticuerpos para
Entamoeba histolytica, mediante la prueba enzimoinmunoenzimatica (ELISA),
en pacientes de diferentes instituciones de salud de la ciudad de Tarija.
Métodos: La presente investigacion tiene un enfoque cuantitativo, donde la
poblacion esta constituida por 88 personas; siendo las variables de estudio, la
seroprevalencia de anticuerpos anti Entamoeba histolytica, sexo, edad, zona de
procedencia e institucion de salud. La informacion se obtuvo a partir de una
fuente primaria, que fueron las historias clinicas (patron de referencia)
mediante una guia de observacion y una hoja de registro. Las muestras fueron
procesadas durante los meses de junio a septiembre de 2012, en el laboratorio
de andlisis clinico del Seguro Social Universitario y procesadas en el area de
inmunodiagnostico.

Procesamiento y analisis de los datos: Se construyé una base de datos en
EXCEL, para ser analizada en el programa Epi Info 3.5.4. Calculandose la
distribucién de frecuencia simple con los gréficos y medidas de resumen que
correspondan y elaborando tablas de doble entrada. Finalmente se elaboro
tablas 2x2 identificandose la relacion de asociacion entre variables
independientes y la variable dependiente, ademas de calcular, la razén de
prevalencia, los limites de confianza de la razén de prevalencia, el Odds ratio
de prevalencia con sus respectivos limites de confianza, Ji cuadrado y el valor

de p. Las muestras fueron procesadas durante los meses de junio a septiembre
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de 2012, en el laboratorio de analisis clinico del Seguro Social Universitario, y
analizadas en el area de inmunodiagnostico.

Resultados: La prevalencia de Entamoeba histolytica determinada por la
prueba enzimoinmunoenzimatica (ELISA) en 88 pacientes de diferentes
instituciones de salud de la ciudad de Tarija, fue del 39.8%, detectandose la
presencia de anticuerpos para Entamoeba histolytica en 35 (39.8%) pacientes,
de los cuales 25 (71.4%) pertenecen a individuos del sexo masculino y 10 (28.6
%) al sexo femenino; la probabilidad en personas del sexo masculino de
presentar un resultado reactivo es 1,90 (RP=1,90 IC: 1,04 - 3,46) veces mas en
relacion a las mujeres. Por lo que ser varén seria un factor de riesgo para la
presencia de Entamoeba histolytica mediante prueba de Elisa. Siendo el valor
de p (p=0,04) menor a 0,05 se puede determinar que la diferencia de los
resultados de la prueba de Elisa para Entamoeba histolytica segun sexo es
estadisticamente significativa. Con respecto a la procedencia de las 35 (39,8%)
muestras positivas, 8 (22.9%) proceden del area rural y 27 (77.1%) del area
urbana, la probabilidad de presentar un resultado reactivo en personas del area
rural es 1,44 (RP=1.44 IC: 0,82 - 2,52) veces mas en comparacion con
personas del area urbana, por lo que proceder del area rural seria un factor de
riesgo para la presencia de Entamoeba histolytica mediante prueba de Elisa.
Siendo el valor de p (p=0,37) mayor a 0,05 se puede afirmar que la diferencia
entre los resultados de la prueba de Elisa para Entamoeba histolytica segun
procedencia no es estadisticamente significativa. El intervalo de edad donde se
presenta mayor cantidad de casos con serologia reactiva para Entamoeba
histolytica es de 45 a 65 afos con 14 individuos (40 %), seguido del grupo de
edad de 66 a 86 afos con 9 individuos (25,7 %). Ademas, podemos indicar que
tener entre 3 a 23 afnos de edad es un factor de proteccion para la presencia de
Entamoeba histolytica mediante la prueba de ELISA en comparacién con las
personas de mas edad, por lo tanto tener entre 3 a 23 afios no es un factor de
riesgo. De la relacion del resultado de la prueba de Elisa para Entamoeba
histolytica entre las instituciones de salud HRSJDD, SSU y PROSALUD, se
puede evidenciar que ser paciente del HRSJDD seria un factor de proteccion

para la presencia de Entamoeba histolytica mediante prueba de Elisa, y no un
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factor de riesgo. Con los resultados obtenidos se puede senalar que la prueba
de Elisa para Entamoeba histolytica, es una herramienta necesaria y de gran
valor para el diagndstico de la amibiasis, y que debe ser incluida para el
diagnéstico de la infeccion por Entamoeba histolytica, pues permite al clinico
identificar las verdaderas infecciones por Entamoeba histolytica y realizar el
tratamiento adecuado, que va a favor trascendente en la salud del individuo y la

comunidad.
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SUMMARY

Antecedent: The purpose of this study was to use inmunoenzyme test (ELISA)
to determine the prevalence of antibodies against Entamoeba histolytica in
different institutions in health of Tarija city. In our country, the prevalence of
amebiasis is based on the microscopic identification of the parasite in the stool,
but due to the low performance of the method and the genuine impossibility of
distinguishing between Entamoeba histolytica and Entamoeba dispar, we do not
know the true prevalence of Entamoeba histolytica infection in the population.
Main objective: To determine the seroprevalence of antibodies to Entamoeba
histolytica, through the inmunoenzyme test (ELISA), in patients from different
health institutions in the city of Tarija.

Method: The present investigation has a quantitative approach, the population
is made up of 88 people, the variables in the study include, the seroprevalence
of antibodies against Entamoeba histolytica, sex, age, area of origin and health
institutions. The information was obtained from a primary source, that were the
case histories (gold standard) through the use of the observation guide and a
register leaf. The samples were processed during the months of june to
september 2012, in the laboratory of clinical analysis of the University Social
Insurance, and processed in the area of immunodiagnosis.

Processing and analysis of the data:

A data base has been constructed in Excel to be analyzed in the Epi Info 3.5.4
program. It has been calculated the simple frequency distribution with graphics
and summary measures that correspond, and has been developed double entry
tables. Finally has been developed 2x2 tables identifying the association
relationship between independent variables and the dependent variable, in
addition to the calculation, the reason for prevalence, the confidence limits of
the reason for prevalence, the odds ratio for prevalence with their respective
confidence limits, value of p and Chi-square. The samples were processed
during the months of june to september 2012, in the laboratory of clinical
analysis of the University Social Insurance, and analyzed in the area of

immunodiagnosis.



Results: The seroprevalence of antibodies against Entamoeba histolytica
determined by the inmunoenzyme test (ELISA) in 88 patients of different health
institutions in the city of Tarija, was of the 39.8%, detected the presence of
antibodies to Entamoeba histolytica in 35 (39.8%) patients, of whom 25 (71.4%)
belong to individuals of male and 10 (28.6%) females; the probability in male
sex of presenting a result reactive is 1.90 (RP = 1, 90 CI: 1.04-3.46) times more
in relation to women. It would be male be a risk factor for the presence of
Entamoeba histolytica by Elisa test. Being the p-value (p = 0, 04) can be less
than 0.05 that the difference of the results of the Elisa test for Entamoeba
histolytica according to sex is statistically significant. With respect to the origin,
of the 35 (39.8%) samples positive, 8 (22.9%) come from rural areas and 27
(77.1%) of the urban area, the probability of presenting a result of reagent in
people in the rural area is 1.44 (RP = 1 44 |IC: 0.82 - 2.52) times more
compared with people in the urban area, it would come from the rural area be a
risk factor for the presence of Entamoeba histolytica by Elisa test. Being the p-
value (p = 0, 37) greater than 0.05, we can say that the difference between the
results of the Elisa test for Entamoeba histolytica according to origin is not
statistically significant. The age range where there is greater number of cases
with reactive serology for Entamoeba histolytica is 45 to 65 years with 14
individuals (40%), followed by the age group from 66 to 86 years with 9
individuals (25.7%). In addition, can indicate that you have between 3 to 23
years of age is a factor of protection for the presence of Entamoeba histolytica
using the ELISA test in comparison with persons of older age, therefore have
between 3 to 23 years is not a risk factor. Of the relationship between the
results of the Elisa test for Entamoeba histolytica between the HRSJDD, SSU,
and PROSALUD health institutions, can demonstrate that being patient in the
HRSJDD would be a factor of protection for the presence of Entamoeba
histolytica by Elisa test, andnot a risk factor. With the results obtained, it can be
said that the Elisa test for Entamoeba histolytica, it is a necessary tool of great
value for the diagnosis of amebiasis, and that should be included for the

diagnosis of infection by Entamoeba histolytica, then allows the clinician to
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identify true infections by Entamoeba histolytica and proper treatment, that will

favor transcendent on the health of the individual and the community.
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CAPIiTULO I. INTRODUCCION

1.1. Antecedentes del tema de investigacion

En todas las publicaciones sobre Entamoeba histolytica se mencionan las cifras
que, sobre la prevalencia mundial de este protozoo, fueron estimadas por J.A.
Walsh en 1988. Segun estas, habria al menos 500 millones de personas en el
mundo que serian portadoras del parasito. De ellas, 50 millones padecerian
amebiasis invasoras cada afno y entre 40 y 110 mil pacientes tendrian
posibilidades de morir por la patologia que produce (1).

Areas altamente endémicas por E. histolytica incluyen la India, el oeste y sur de
Africa, asi como ciertas regiones de Sur y Centro América en donde mas del
50% de las poblaciones de alto riesgo pueden estar infectadas. Uno de los
paises latinoamericanos mas afectados es México en donde, de acuerdo a un
estudio del afio 1994, la prevalencia de anticuerpos contra E. histolytica en una
muestra de 67,668 personas y representativa de la poblaciéon general, fue de
8,4% (2).

Por otro lado en Nicaragua se ha informado una seropositividad en personas
asintomaticas excretoras de quistes de aproximadamente de 7,3% con el uso
de un ELISA para la deteccion de IgG, encontrandose ademas un pico de
prevalencia en el grupo de edad de los 5 a 16 afos.

Estudios en la region norte de las Filipinas, utilizando PCR, muestran una
prevalencia del 0,96% de infeccion por E. histolytica y del 7,16 % por E. dispar
en la poblacion general. En Bangladesh se ha informado una prevalencia de
4,2% por E. histolytica y de 6,5% por E. dispar en nifios del area urbana con
diarrea y una prevalencia de 1 % por E. histolytica'y 7% por E. dispar en nifios
asintomaticos del area rural. En Brasil, Braga y cols. reporta un 24,7% de
positividad en 335 individuos con un promedio de edad de 14 afos (2).

En Venezuela se han reportado tasas variables en la infeccion por las especies
Entamoeba histolytica/Entamoeba dispar la cual varia de 6,8% a 42% vy
distribuidos en 1,8% a 29,5% para las areas urbanas y hasta 20% en
poblaciones rurales, con un mayor porcentaje en los nifios. La infeccion
causada por Entamoeba histolytica se origina por el contacto directo oral-fecal

o a través de aguas o alimentos contaminados con los quistes de las amibas en



estudio. Entamoeba histolytica puede vivir en el intestino grueso o invadir la
mucosa intestinal causando lesiones intestinales, produciendo sintomas tales
como: dolor abdominal, nauseas, fiebre, flatulencias y dolor de cabeza, y
signos como: diarrea muco-sanguinolenta, ademas, puede llegar a colonizar
otros organos: higado, cerebro, piel y pulmén. Se ha sefialado que la
enfermedad causada por la especie patdégena, esta relacionada con ciertos
factores como: edad, el mal saneamiento ambiental, la inadecuada eliminacién
de excretas, el analfabetismo, las condiciones socio-culturales e higiénicas y el
hacinamiento (3).

Las prevalencias mas elevadas se constatan en paises con menor desarrollo
socio-econdmico; muchos de estos se encuentra ubicados en areas
subtropicales y tropicales, sin embargo también pueden provocar infecciones
invasoras en zonas frias. Con relacién a la prevalencia de las especies en
estudio, ésta es variable de acuerdo a las areas geograficas, a nivel mundial
oscila entre 0,5-1% en los paises industrializados y de un 50-81% en los paises
tropicales (1, 3).

En comparacién con otros enteroparasitos, la prevalencia de Entamoeba
histolytica a ser obtenida en nuestra investigacion, estaria favorecida en
nuestro medio por el mal saneamiento ambiental, precarias condiciones de
vida, condiciones higiénicas deficientes, factores de riesgo que juegan un papel
fundamental en la transmisibilidad de las infecciones por las especie en
estudio, asi como la de otras parasitosis. Por estas razones en los ultimos afnos
se han realizado considerables esfuerzos en desarrollar técnicas inmunoldgicas
para una facil deteccion de E. histolytica. De esta forma existen en la actualidad
meétodos inmunoldgicos, algunos comercialmente disponibles, que pueden
detectar tanto antigenos en heces como anticuerpos en suero y para ambos

casos la técnica mas utilizada es el ELISA (4).



1.1.1. El problema

1.1.1.1. Identificacion del problema

A nivel mundial, la amebiasis estd catalogada como la tercera parasitosis
causante de muerte y es la segunda enfermedad parasitaria mas importante del
mundo. Alrededor del 10 a 20 por ciento de la poblacién mundial se considera
infectada y el 10 por ciento de esta poblacién sufre de enfermedad, con una
letalidad que oscila entre el 0.1 y 0.25 por ciento (en numeros: 500 millones de

infectados, 50 millones de enfermos y entre 40 y 110 mil muertes) (3,5).

A principios del siglo XX, se conocia que algunas personas aparentemente
infectadas por Entamoeba histolytica nunca desarrollaban sintomas vy
desaparecian espontaneamente sus infecciones. Esto fue interpretado por
muchos investigadores como una indicacion de que el parasito tenia una
virulencia variable. Sin embargo, Brumpt (1925) sugirié la explicacién
alternativa de la existencia de dos especies, una capaz de producir la
enfermedad invasora a la que propuso Entamoeba dysinteriae y una no-
patogena a la que llamé Entamoeba dispar. Medio siglo después, Diamond y
Clark (1993), redescriben la hipétesis de Brumpt de 1925, a la luz de estudios
bioquimicos, inmunoldgicos y genéticos para concluir la evidencia de que
existen dos especies morfolégicamente idénticas, una patéogena y otra no
patdgena, que correspondian a E. histolytica y E. dispar, respectivamente. Sélo
hasta 1997, la OMS acepto esta hipotesis por comité de expertos, reunidos en
Ciudad de México, reglamentando que es un complejo de dos especies, E.
histolytica/E. dispar, morfologicamente idénticas pero soélo diferenciables
mediante patrones isoenzimaticos y por determinacidén de adhesina en materia

fecal o técnicas moleculares (6).

El diagnoéstico parasitolégico de la amibiasis intestinal esta basado en la
demostracién de trofozoitos de E. histolytica en las heces por medio del analisis
directo en solucién salina, lugol o tincién (hematoxilina férrica o tincion

tricromica), o su demostracion en biopsias de la mucosa intestinal o hepéticas.



El examen microscépico de una unica muestra de heces lleva a una
sensibilidad del 50 al 70%, por lo que se requiere de al menos el analisis de

tres muestras diferentes para lograr una sensibilidad del 90% (3).

Hasta la fecha, en el diagnéstico sigue utilizandose el microscopio 6ptico, con
las limitaciones que esto implica. Existen algunas fuentes de error en las
técnicas de deteccién de la enfermedad intestinal. Estos errores provocan
sobreestimacién del problema. En estos métodos (coproparasitoscépico o
ameba en fresco), aun el personal capacitado puede confundir a las amibas
con macréfagos o leucocitos que contienen eritrocitos fagocitados. Ademas
como ya se indicé la observacién directa de los quistes no permite diferenciar
entre E. histolytica y E. dispar (5, 8). Esto resulta en una sobreestimacion del
nuamero de casos de amibiasis, en Bolivia hasta el aio 2006 no existia un
laboratorio que utilice herramientas inmunoldgicas y materiales que permitan su
diferenciacién (marcadores de patogenicidad), basandose solo en aspectos
morfoldgicos; a esto se afade que la interpelacion clinica de los resultados de
laboratorio no tiene un criterio uniforme, y no existe una sistematizacion
documentada de la patogenia involucrada tomando estas previsiones, el
INLASA encontré que la prevalencia general encontrada es muy amplia: en el
altiplano entre 0,5% a 7,9%, en los valles entre 0% a 22,9% y en el trépico
entre 0,4% a 38,6% (7).

Aqui cabe varias preguntas abiertas a todos los responsables del laboratorio
clinico: ¢Algunos datos controversiales de E. histolytica patégena y no
patdgena provienen de una confusion entre E. histolytica y E. dispar? ;Permite
esto cuestionar la validez de los datos epidemiologicos obtenidos? ¢ Existe la
posibilidad de que algunos de los aislamientos catalogados como E. histolytica
no patégena sea E. dispar? Esto se vuelve singularmente importante, pues
mientras mas se profundiza, mas microheterogeneidad se encuentra entre las
cepas de E. histolytica que complican mucho mas el diagnéstico. Por las
razones mencionadas es necesario que a nivel operativo se disponga de

métodos diagndsticos mas sensibles, sencillos y especificos. En los ultimos



anos se han realizado considerables esfuerzos en desarrollar técnicas
inmunoldgicas para una facil deteccion de E. histolytica. De esta forma existen
en la actualidad métodos inmunoldgicos, algunos comercialmente disponibles,
que pueden detectar tanto antigenos en heces como anticuerpos en suero y
para ambos casos la técnica mas utilizada es el enzimoinmunoensayo (ELISA)
(4, 5).

El reconocimiento de Entamoeba dispar como especie no patéogena ha
originado implicaciones importantes en el diagndstico, tratamiento y la
epidemiologia de la amibiasis. Estudios epidemiologicos a nivel mundial han
determinado que la mayoria de las infecciones humanas son causadas por
Entamoeba dispar en un (88-90%) y que solo un (10 a 12%) son debido a
Entamoeba histolytica, sin embargo la informacion sobre la distribucion
geografica de estas especies es todavia incompleta, debido a que Ila
metodologia utilizada en la mayoria de las investigaciones no discriminan a

ambas especies.

1.1.1.2. Formulacion del problema

¢Cual sera la prevalencia de anticuerpos para Entamoeba histolytica en
pacientes que acuden a las diferentes instituciones de salud y esta justificara la
inclusion de la prueba inmunoenzimatica (ELISA) para el diagnostico

especifico de la infeccion por E. histolytica?

1.1.2. Justificacién y uso de los resultados.

Los estudios epidemioldgicos sobre la prevalencia de la infeccion por E.
histolytica no son concluyentes y suelen presentar dificultades de interpretacion
debido, fundamentalmente, a tres factores. En primer término, al reducido
numero de sujetos infectados en los que se observa el microorganismo en un
examen unico de heces. En segundo lugar, a la confusion con otras especies
amebianas a partir de la simple observacion de trofozoitos o quistes fecales, y
por ultimo, a la variabilidad de la deteccién de anticuerpos antiamebianos en el

suero después de la infeccion (11).



En nuestro pais, la prevalencia de la amebiasis esta basada en la identificacion
microscopica del parasito en las heces, pero debido al bajo rendimiento del
método y a la imposibilidad real de distinguir entre E. histolytica y E. dispar,
desconocemos la real prevalencia de la infeccion por E. histolytica en la
poblacion. El proposito del presente estudio fue utilizar pruebas
inmunoenzimaticas (ELISA) para determinar la prevalencia de E. histolytica en

pacientes que acuden a las diferentes instituciones de salud.

Un grupo de expertos sobre amebiasis de la OMS/OPS/UNESCO ha
recomendado el desarrollo de mejores métodos para el diagnostico especifico
de la infeccidn por E. histolytica, poniendo énfasis en el empleo de técnicas
apropiadas para los paises en desarrollo (9). Dentro de estas técnicas se
considera que el ensayo inmunoenzimatico para la busqueda de antigenos en
heces como anticuerpos en suero es la metodologia mas simple y efectiva para

la identificacion de individuos infectados con E. histolytica (4, 5, 10).

1.1.3. Objetivos

1.1.3.1. Objetivo general
Determinar la seroprevalencia de anticuerpos para Entamoeba histolytica,
mediante la prueba enzimoinmunoenzimatica (ELISA), en pacientes de

diferentes instituciones de salud de la ciudad de Tarija.

1.1.3.2. Objetivos especificos

e Determinar la frecuencia de seroprevalencia de anticuerpos para
Entamoeba histolytica (ELISA), en pacientes de diferentes instituciones de
salud de la ciudad de Tarija.

e Determinar la frecuencia de seroprevalencia de anticuerpos para
Entamoeba histolytica (ELISA) en pacientes de diferentes instituciones de
salud de la ciudad de Tarija, segun sexo, procedencia y edad.

¢ Identificar la relacion de la infeccion por Entamoeba histolytica en pacientes

de diferentes instituciones de salud con el sexo, procedencia y edad.



CAPIiTULO Il. MARCO TEORICO Y CONTEXTUAL

2.1. Marco Teoérico

2.1.1. Historia

La humanidad ha venido padeciendo desde tiempos inmemoriales el azote de
la disenteria descrita por Celso e Hipdcrates con el nombre de “flujo de vientre”.
Hipocrates (460 a 377 AC) reconociéo la amebiasis en un paciente con
disenteria y fiebre. Posteriormente, en el Antiguo Testamento y la Medicina
Interna Clasica de Huang Ti (140 a 87 AC) se denomind la disenteria (13). El
término disenteria del griego dys: alteracion, enteron: intestino, aparece en
documentos de diversas culturas e idiomas: hebreo, griego, chino, sanscrito,
entre otros.

En América las primeras noticias de diarrea, se remontan al 1516 (siglo XVI),
en publicaciones en Alcala de Henares, por Pedro Martir quien visit6 América.
Los primeros relatos en México se remontan a 1611, cuando fray Garcia
Guerra, Arzobispo de México y Virrey de la Nueva Espafia, fallecié al poco
tiempo de llegar a México porque presentd un cuadro caracterizado por fiebre y
dolor en el area hepatica; a su vez, el médico azteca, Martin de la Cruz, la
describiéo y Mateo Aleman planted la asociacién entre disenteria y absceso
hepatico. Luego en el siglo XVIII fue reconocida como una de las
enfermedades mas graves y epidémicas. En el siglo XIX, Miguel Jiménez en
México puntualizé la indicacion de la puncion y drenaje del absceso hepatico
(AH) como terapia eficaz con reduccion de la mortalidad: «ofrecian una gran
ventaja las punciones hechas con trocar por los espacios intercostales para dar
salida al pus del absceso» (6).

Luego en el siglo XX, Bernardo Sepulveda se consagré al estudio de la
amebiasis y coordiné la publicacion de un numero especial dedicado a la
amebiasis (1936), y estimulé a la OMS y OPS a estudiarla (14).

A mediados del siglo XIX se reconocié un sindrome clinico con manifestacién
intestinal aunque la etiologia no se sabia. Justamente Lambal en Praga (1850)

sospechd la etiologia parasitaria al describir el primer caso anecddético, un nifio



con disenteria en cuya materia fecal demostro la presencia de un protozoo que
emitia seuddpodos. Pero sélo hasta 1875, Feder Lésch, en San Petersburgo,
encontré amebas en las heces de un agricultor, pero no consideré que éstas
fueran la causa de la disenteria, sino que mantenian el proceso inflamatorio.
Lesh, médico ruso, hizo la descripcidon microscépica de la ameba patdgena
obtenida de las heces de un paciente con disenteria (13,15).

Luego Koch (1886) en Egipto estudio casos de disenteria, encontrando amebas
en las ulceras de la submucosa intestinal y demostré la presencia del parasito
en lesiones hepaticas; con estos hallazgos casi simultaneamente Esteban
Kartulis en ElI Cairo (1886) realiz6 150 autopsias de pacientes que habian
fallecido por disenteria y observd la presencia de ulceras colénicas descritas
por Losh y Koch; ademas, demostrd la presencia de amebas como agente
causal de lo que se llamaba AH tropical y de la disenteria tropical, por tanto el
AH era secuela de la disenteria amebiana. Prontamente otros autores como
Hlava en Praga (1887), Councilman y Lafleur en Baltimore (1891) demostraron
con pruebas clinicas y anatomopatolégicas que la ameba es el agente causal
de un tipo especifico de disenteria y de AH. Simultaneamente, Osler (1890)
realizaron la primera descripcion del AHA (absceso hepatico amebiano) y la
colitis, en un médico que fallecio; del estudio de este caso Councilman y Lafleur
publicaron una monografia sobre patologia de la amebiasis en la que
introdujeron los términos de disenteria amebiana y absceso hepatico
amebiano. En 1893 Quincke y Roos describieron los quistes (16,2)

A través del tiempo este parasito recibié diversos nombres como Amoeba coli,
Losch (1885); Amoeba dysenteria, Councilman y Lafleur (1891); Entamoeba
dysenteriea por Councilman y Lafleur (1891) y Craig (1905); Entamoeba
tetragena por Hartmann (1908); E. histolytica por Schaudinn (1903) y Hickson
(1909); Entamoeba hartmanni por von Prowazek (1912); Endamoeba
dysenteriae por Kofoid (1920) y Entamoeba dispar por Brumpt (1925) (1).

El zoologo aleman Fritz Schaudinn en 1903, diferencié entre Endamoeba
histolytica y Endamoeba coli; murié en el afio 1906 a la edad de 35 anos de

complicaciones secundarias a una amebiasis adquirida por autoinfeccion.



Schaudinn decidid llamar a la ameba histolytica por ser productora de lisis
tisular.

Walker y Sellards en Filipinas obtuvieron pruebas, en personas voluntarias, de
que E. histolytica es la causa de colitis amebiana y que E. coli es un comensal
del intestino grueso. Estos autores en 1913 contribuyeron para conocer la
patogenicidad de la E. histolytica disefiando un estudio para hacer ingerir
quistes de amebas en tres grupos de

“voluntarios” de la prisién de Bilibid en Manila concluyendo que E. histolytica
causa colitis amebiana, que los portadores asintomaticos o “sembradores de
amebas”, término propuesto por Martin en 1908, transmiten y pueden
desarrollar en cualquier momento la enfermedad amebiana y que E. coli es un
comensal del intestino grueso. En 1914, Izar desarroll6 la técnica de fijacion de
complemento para determinar la presencia de anticuerpos en pacientes con
amebiasis (2,13).

El parasitélogo francés Emile Brumpt (1925), basado en observaciones clinicas
y epidemioldgicas y estudios experimentales en gatos, sefald la existencia de
E. histolytica como un complejo de especies morfolégicamente iguales a las
que denomind

E. dysenteriae causante de la infeccion sintomatica y E. dispar encontrada en
asintomaticos, sin embargo este planteamiento fue rechazado inicialmente por
la comunidad cientifica internacional en esa época (2,15)

Simultaneamente Boeck y Drvohlav (1925) describieron el primer medio de
cultivo mixto, de preparacion bifasica a base de huevo en tubo inclinado con
solucion salina isoténica, en el cual la E. histolytica se multiplicaba con relativa
facilidad. Dobell y Laidlaw (1926) introdujeron un medio de cultivo mixto
enriquecido con arroz como fuente de carbohidratos. Craig (1928-1931) basado
en antigenos obtenidos de trofozoitos en estas condiciones intenté desarrollar
pruebas para el inmunodiagnéstico de amebiasis con especificidad baja por no
contener antigenos puros (17).

Dobell describio el ciclo de vida de la E. histolytica en el ser humano, mediante
cultivos de una cepa amebiana obtenida de un mono, con base en cuatro

formas sucesivas: el trofozoito, el prequiste, el quiste y la ameba metaquistica.
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Posteriormente, se establecié que el examen seriado de al menos 3 muestras
permite mejorar la sensibilidad del diagnostico microscépico dado que la
expulsion de quistes es intermitente (2).

Eddson-Dew y Maddeson en Durvan (1952) establecieron el valor diagnostico y
epidemiologico del test de difusidon en gel. Goldman (1953) desarroll6 la técnica
de anticuerpos fluorescentes para diferenciar E. histolytica. Se utilizaron otros
métodos como hemoaglutinacién indirecta, la precipitacion por el acetato y la
contrainmunoelectroforesis, demostrando que la presencia de anticuerpos
puede persistir por meses o ainos aun cuando los sintomas o signos de la
enfermedad hayan pasado. En diciembre de 1954 la Comision Internacional de
Nomenclatura Zooldgica revocd el dictamen de 1928 y legalizé el de
Entamoeba como nombre genérico suprimiendo el de Endamoeba (17).
Shaudinn especificd el nombre de E. histolytica teniendo una controversia con
Von Prowazek con la E. hartmanni. Esta discusion fue dilucidada por varios
investigadores entre ellos Faust (1951-1958), Burrows (1957), Hoar (1958) y
Freedman y Elsdon-Dew (1959). La diferenciacion entre las especies de E.
histolytica y E. hartmanni radica en que los quistes de la primera especie son
de tamafio mayor de 10 p y los de la segunda menores de 10 gy aunque son
morfolégicamente idénticas siendo la primera patégena y la segunda no.

A partir de los afios 60 se desarrollaron nuevos medios de cultivo. Louis
Diamond y cols. (1961) desarrollaron la técnica para el cultivo en medio
axénico de E. histolytica (sin asociacion con bacterias) que permitid realizar
estudios in vivo e in vitro. Luego, en 1968 este autor introdujo el medio
monofasico TPS-1, que comenzd a tener amplio uso, pero fue remplazado por
el TYI-S-33. Para el aislamiento de cepas de E. histolytica en medios de
cultivos mixtos, se utilizd el medio de cultivo bifasico descrito por Robinson
(1968) (18).

Es importante resaltar que la obtencién del cultivo axénico de E. histolytica
permitio el desarrollo de las pruebas inmunologicas para el diagnostico de la
amebiasis, entre las que se han descrito las técnicas de hemoaglutinaciéon

indirecta, inmunodifusion, fijacion del complemento,
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contrainmunoelectroforesis, inmunofluorescencia indirecta, ELISA y Western
Blot (17,18).

En 1968, Reeves y Bischoff diferenciaron las especies de Entamoeba patdégena
y no patégena, mediante perfiles isoenzimaticos pero sin llegar a distinguir
entre cepas patogenas y no patdgenas de E. histolytica.

En los comienzos de los anos setenta se comenzaron a acumular datos que
apoyaban la hipotesis de Brumpt de la existencia de dos especies diferentes de
E. histolytica. Soélo hasta 1978, luego de varios afos de investigacion,
Sargeaunt y Williams lograron por primera vez, diferenciar por medio de
estudios electroforéticos de isoenzimas, cepas de E. histolytica aisladas de
pacientes con manifestaciones clinicas de amebiasis y portadores
asintomaticos, confirmandose que la E. histolytica esta constituida por cepas
patdgenas y no patogenas (2).

De esta manera se describieron diferentes zimodemas de E. histolytica. Se
defini6 zimodemas como poblaciones de amebas que difieren entre si en la
movilidad electroforética de ciertas enzimas. Asi, se establecié un marcador de
patogenicidad dado por la presencia de banda 3 en ausencia de banda a en la
enzima fosfoglucomutasa (PGM). Petri y cols. (1987) lograron demostrar,
mediante electroforesis con un grupo de sueros inmunes humanos, que la
proteina de 170 kDa con mayor antigenicidad correspondia a la lectina
galactosa-N-acetil-D-galactosamina (Gal-GalNac lectin).

Braga y cols. (1992) demostraron la similitud entre la lectina de adherencia y la
proteina CD59 de las células sanguineas, por lo que E. histolytica evade la lisis
inducida por complemento (19-20).

Petri y cols. (1989), identificaron la estructura de la lectina galactosa-N-acetil-D-
galactosamina  mediante  anticuerpos  monoclonales, en  modelos
experimentales. Esta es una proteina de la superficie del parasito por la cual se
adhiere a las células de la mucosa del colon y otras células blanco (21).

Luego estudios con técnicas de inmunofluorescencia con anticuerpos
monoclonales demostraron la diferencia de los antigenos de superficie entre las
dos especies. Tannich y cols., identificaron las diferencias genéticas entre las

cepas patdégenas y no patdgenas (22).
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Diamond y Clark (1993), redescriben la hipétesis de Brumpt de 1925, a la luz
de estudios bioquimicos, inmunoldgicos y genéticos para concluir la evidencia
de que existen dos especies morfoloégicamente idénticas, una patégena y otra
no patdégena, que correspondian a E. histolytica y E. dispar, respectivamente.
Soélo hasta 1997, la OMS aceptd esta hipotesis por comité de expertos,
reunidos en Ciudad de México, reglamentando que es un complejo de dos
especies, E. histolytica/E. dispar, morfolégicamente idénticas pero soélo
diferenciables mediante patrones isoenzimaticos y por determinacién de
adhesina en materia fecal o técnicas moleculares (9).

Se concluy6: Informar en examenes por microscopia la presencia de quistes
como complejo E. histolytica/E. dispar y la presencia de trofozoitos con
glébulos rojos en el citoplasma indican la presencia de E. histolytica. En
pacientes sintomaticos la presencia de titulos altos de anticuerpos esta
correlacionada con amebiasis invasiva; el concepto de amebiasis es la
infeccidn por E. histolytica con o sin manifestaciones clinicas. Se recomendo:
Idealmente la E. histolytica debe ser identificada y tratada, si solo se identifica
E. dispar el tratamiento no es necesario y si el paciente tiene sintomas
gastrointestinales se deben buscar otras causas; por cultivo no se puede
excluir la presencia de E. histolytica; en individuos asintomaticos no se
recomienda tratamiento cuando se identifica el complejo de E.
histolytica/E.dispar a menos que haya sospecha de infeccidén con E. histolytica,
las razones para sospechar infeccion incluyen titulos de anticuerpos
especificos altos, historia de contacto estrecho con un caso de amebiasis
invasiva o un brote; en presencia del complejo, en un paciente sintomatico, no
se debe asumir que sea E. histolytica sino deben ser consideradas otras
causas; estas recomendaciones son adecuadas para todos los individuos
incluyendo homosexuales, embarazadas, HIV, areas endémicas (9).

A partir de la década de los afos noventa se desarrollaron pruebas para
detectar antigenos de E. histolytica en heces y suero de pacientes sintomaticos
o asintomaticos, mediante ELISA o coaglutinacion. Estas pruebas pueden
diferenciar E. histolytica de E. dispar al utilizar anticuerpos monoclonales

especificos contra Gal/GalNAc lectina, con sensibilidad y especificidad mayores
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a 90%, en areas endémicas permiten diferenciar infeccion reciente de pasada
(23,24).

Tachibana y cols. (1991) utilizaron la PCR para diferenciar E. histolytica
patégena y no patogena (4) y usaron la PCR (1992), en el liquido del absceso
hepatico amebiano, para confirmar el diagnéstico. Acufa-Soto y cols. (1993)
aplicaron PCR en muestras de materia fecal para diferenciar E. histolytica
patdogena de no patégena en una poblacion rural de México (25). Con relacion
a la estructura molecular, Ghosh y cols. (2003) identificaron la estructura del
ADN ribosomal de la E. histolytica (26).

A partir de 1988, se empezaron a reportar estudios en modelos animales de
inoculacion de antigenos amebianos para inducir inmunidad protectora,
demostrando claramente que los antigenos son capaces de generar respuesta,
humoral y celular, que podria ser explorada para el desarrollo de vacunas.

En la actualizacion mas reciente del desarrollo de la vacuna realizado por
Stauffer y Ravdin (2003) informan el desarrollo de estudios experimentales
utilizando subunidad de Gal/GalNAc lectina recombinante para estimular la
respuesta inmune celular y humoral. En el momento hay investigaciones en
curso para una vacuna oral (27).

En resumen, la redescripcion de la E. histolytica con respecto a E. dispar
reconociéndola como patdégena y comensal, respectivamente, ha cambiado
claramente la visidon en el enfoque del cuadro clinico, el diagnostico y el
tratamiento; se visualiza que la E. dispar es mas comun en la poblacidn
mundial, lo que ya ha sido informado en algunos paises, por lo tanto la
infeccion por E. histolytica debe ser realmente menos frecuente. A pesar de
todos los avances, actualmente el diagnostico de laboratorio de uso cotidiano
es el examen de materia fecal al microscopio, el que requiere de personal
experto dedicado. Por ende, se requieren métodos mas precisos, rapidos y

economicos asequibles para el clinico alrededor del orbe.

2.1.2. Epidemiologia
En todas las publicaciones sobre Entamoeba histolytica se mencionan las cifras

que, sobre la prevalencia mundial de este protozoo, fueron estimadas por J.A.
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Walsh en 1988. Segun estas, habria al menos 500 millones de personas en el
mundo que serian portadoras del parasito. De ellas, 50 millones padecerian
amebiasis invasoras cada ano y entre 40 y 110 mil pacientes tendrian
posibilidades de morir por la patologia que produce (1).

Las prevalencias mas elevadas se constatan en paises con menor desarrollo
socio-economico; muchos de estos se encuentra ubicados en areas
subtropicales y tropicales, sin embargo también pueden provocar infecciones
invasoras en zonas frias. Con relacién a la prevalencia de las especies en
estudio, ésta es variable de acuerdo a las areas geograficas, a nivel mundial
oscila entre 0,5-1% en los paises industrializados y de un 50-81% en los paises
tropicales (1,3).

Areas altamente endémicas por E. histolytica incluyen la India, el oeste y sur de
Africa, asi como ciertas regiones de Sur y Centro América en donde maés del
50% de las poblaciones de alto riesgo pueden estar infectadas. Uno de los
paises latinoamericanos mas afectados es México en donde, de acuerdo a un
estudio del afio 1994, la prevalencia de anticuerpos contra E. histolytica en una
muestra de 67,668 personas y representativa de la poblacién general, fue de
8,4%. Por otro lado en Nicaragua se ha informado una seropositividad en
personas asintomaticas excretoras de quistes de aproximadamente de 7,3%
con el uso de un ELISA para la deteccién de IgG, encontrandose ademas un
pico de prevalencia en el grupo de edad de los 5 a 16 afios. Estudios en la
region norte de las Filipinas, utilizando PCR, muestran una prevalencia del
0,96% de infeccion por E. histolytica y del 7,16 % por E. dispar en la poblacién
general. En Bangladesh se ha informado una prevalencia de 4,2% por E.
histolytica y de 6,5% por E. dispar en niflos del area urbana con diarrea y una
prevalencia de 1 % por E. histolytica'y 7% por E. dispar en nifios asintomaticos
del area rural. En Brasil, Braga y cols. reporta un 24,7% de positividad en 335
individuos con un promedio de edad de 14 afios (2).

En Venezuela se han reportado tasas variables en la infeccion por las especies
Entamoeba histolytica/Entamoeba dispar la cual varia de 6,8% a 42% vy
distribuidos en 1,8% a 29,5% para las areas urbanas y hasta 20% en

poblaciones rurales, con un mayor porcentaje en los nifos.
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En Bolivia hasta el afio 2006 no existia un laboratorio que utilice herramientas
inmunoldgicas, y materiales que permitan su diferenciaciéon (marcadores de
patogenicidad), basandose solo en aspectos morfoldgicos; a esto se afiade que
la interpelacion clinica de los resultados de laboratorio no tiene un criterio
uniforme, y no existe una sistematizacion documentada de la patogenia
involucrada tomando estas previsiones, el INLASA encontré que la prevalencia
general encontrada es muy amplia: en el altiplano entre 0,5% a 7,9%, en los
valles entre 0% a 22,9% y en el trépico entre 0,4% a 38,6% (7).

2.1.3. Taxonomia

Reino: Animalia

Subreino:  Protozoo

Phylum: Sarcomastigophora

Superclase: Rhizopoda

Clase: Lobosea
Orden: Amoebida
Familia: Endamoebidae
Género: Entamoeba

2.1.4. Morfologia

En lo que respecta a E. histolytica y E dispar son idénticas morfolégicamente y
su diferenciacion solo puede realizarse con métodos diferentes de los
microscopicos, tales como la determinacién de patrones de isoenzimas,
deteccion de antigeno y/o analisis de DNA. Solo en aquellos casos en que se
observe hematies fagocitados o se las detecte en especimenes de origen
extraintestinal, puede confirmarse desde el punto de vista microscépico que se

trata de E. histolytica.

2.1.4.1. Morfologia de los trofozoitos
Los trofozoitos vivos son pleomorficos y presentan un diametro que varia entre
10 a 60 ym. Aunque su tamano promedio es de 15 a 20 ym, en general, los

trofozoitos presentes en la heces moldeadas son de menor tamafio que los que
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se encuentran en las heces diarreicas o disentéricas que habitualmente miden
20 um. El citoplasma se encuentra diferenciado en un ectoplasma mas externo,
claro y bien delimitado, y un endoplasma, de tipo granuloso, con apariencia de
“vidrio molido” (1). En su interior pueden contener bacterias, restos de
eritrocitos, leucocitos y/o pequefas vacuolas digestivas o de excrecion. La
presencia de eritrocitos fagocitados permite identificar a E. histolytica, ya que E.
dispar no es capaz de ingerirlos. Esta particularidad es la unica que permite
distinguir desde el punto vista morfolégico, ambas especies. Su unico nucleo,
excéntrico es esférico, mide de 4 a 7 ym de diametro y solo visible en
preparados coloreados. Tiene una delicada membrana acromatica bordeada
por una fina capa periférica de cromatina, bien repartida y dispuesta
regularmente. Presenta un pequefio cariosoma esférico (0,5 ym de diametro), a
menudo ubicado centralmente (fig. 1). Presenta locomocion rapida y
unidireccional, por medio de pseudépodos hialinos, con forma de “dedo de
guante”, a menudo extendido explosivamente, sin diferenciacion perceptible

entre ectoplasma y endoplasma (1, 12, 28).

2.1.4.2. Morfologia de los quistes

Son la forma infectiva, independientemente del numero de nucleos que posean.
Predominan en las deposiciones de los portadores asintomaticos o de quienes
padecen formas leves de la enfermedad. Son esféricos, con un diametro
comprendido entre 10-20 pm (usualmente miden 12 a 15 pm). No poseen
fibrillas ni flagelados intraquisticos. Se reconocen dos tipos de quistes
inmaduros y maduros. Sus paredes, de un espesor de 125 — 150 nm, son
estructuralmente rigidas, porque contienen quitina, lo que les confiere
resistencia a diferentes condiciones ambientales y a los desinfectantes (1).

En el citoplasma de los quistes inmaduros se observan cuerpos cromatoides
altamente refractarios, con bordes suaves y redondeados, y una vacuola de
glucégeno distintiva, presentan uno o dos nucleos. Los quistes maduros se
originan por divisiones nucleares sucesivas de los quistes inmaduros, contiene
4 nucleos. Durante el proceso de transformacion de quiste inmaduro a maduro,

desaparece la vacuola de glucégeno (fig. 1). La morfologia de los nucleos es
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similar a la de los trofozoitos, sus caracteristicas soélo se visualizan en
preparados coloreados y no son tan claramente visibles como en los
trofozoitos, la cromatina se dispone periféricamente, como granulos finos y
uniformes. El cariosoma, pequeio y central, puede presentarse excéntrico. (1,
12 ,28)

Figura 1. Panel E. y F. Quiste de E. histolytica en una preparacion
salina (x1000). Panel G. Quiste de E. histolytica en heces en un
preparado con lugol (x1000). Panel H. Trofozoito de E. histolytica con
un eritrocito fagocitado en heces en una preparacion salina (x1000).
Panel I. Trofozoito de E. histolytica en heces con coloracion
tricromica (x1000). Dr. Harrison Juniper. 2003

2.1.5. Ciclo biolégico

Su ciclo de vida se desarrolla en dos estadios: quistes infecciosos y trofozoitos
invasores. Se transmite a través de los quistes y el hombre es el unico
reservorio. La puerta de entrada es la oral. La infeccion se produce por la
ingesta de quistes maduros, junto con agua o alimentos contaminados
previamente con materia fecal humana (fig.2). Una vez ingeridos y mientras se
encuentran en el estomago, el pH comienza a actuar, si bien no sufren
cambios, una vez que pasan a intestino delgado, donde las condiciones
ambientales varian porque se eleva el pH, que llega a la neutralidad o a valores
ligeramente alcalinos, los organismos enquistados se activan y sus paredes se
disuelvan por accion de las enzimas pancreaticas, produciéndose la
exquistacién en la luz del intestino. Se liberan cuatro trofozoitos, denominados

trofozoitos metaquisticos que se dirigen al intestino grueso. Una vez alli se
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transforman en trofozoitos normales y cada uno de estos trofozoitos sufre una
fision binaria, generandose de este modo ocho trofozoitos uninucleados, que se
adhieren a las células epiteliales y al mucus del colon, permaneciendo en la luz
del ciego y del intestino grueso. Los trofozoitos se reenquistan en la luz del
coldn, resultando en la excrecidon de los quistes en las heces y continuando el
ciclo de vida. (1,12)

Es importante destacar que la formacion de los quistes se produce en el tracto
intestinal y que independientemente de que los quistes contengan uno, dos o
cuatro nucleos, representan el modo de transmision de un hospedador a otro.
Los trofozoitos pueden invadir el epitelio del colén y en algunas oportunidades,
luego de penetrar la mucosa intestinal, al

pasar torrente sanguineo

diseminandose por via hematégena y dando infecciones

extraintestinales (1, 12, 28, 29).
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2.1.6. Patologia

Desde Councilman y La fleur, los aportes a la descripcion patolégica son
pocos. La amebiasis intestinal puede presentar un espectro de alteraciones
anatoémicas, de acuerdo con su localizacién, que puede ir de una colitis
ulcerativa a una apendicitis amebiana, pasando por el megacolon toxico y el
amebota (1).

El hallazgo anatomopatolégico tipico son las ulceras localizadas en el colon,
predominantemente en el ciego, el sigmoide y el recto. Estas ulceras presentan
dos patrones claramente definidos: nodular e irregular. Las ulceras nodulares
son redondeadas, de un diametro entre 1 y 5 mm, con areas de mucosa
ligeramente elevadas y areas necréticas, deprimidas o hemorragicas, rodeadas
por un borde de tejido edematoso. A menudo estas areas estan llenas de un
material mucoso y amarillento, denominadas “vlceras en botdén de camisa”, en
las cuales pueden verse trofozoitos (figura 3) (12,29). En ocasiones, estas
lesiones pueden llegar a cubrir la mayor parte de la mucosa del colon,
causando edema y eritema en las areas mucosas que no se encuentran
comprometidas. Las Ulceras irregulares tienen 1 a 5 cm de longitud y se
encuentran habitualmente en el ciego y el colon ascendente, sus margenes
suelen ser elevados y edematosos, y la ulcera se llena de fibrina. Cuando las
ulceras son grandes, las areas de mucosa sin compromiso se encuentran
congestivas y edematosas.

Ambos cambios morfolégicos pueden encontrarse en un mismo paciente, con
extensas areas de denudacion superficial. Los hallazgos microscépicos se
describen en cinco etapas: lesion inespecifica, depresion mucopénica, lesion
invasiva temprana con ulceracion superficial, lesidn invasiva tardia con
ulceracién profunda y la ulcera en granulacion (30). Dado que estas etapas son
la manifestacion de cada una de las fases de la patogénesis, se las describira

junto con ellas.
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Figura 3. Panel A y B. Colon, capa mucosa con multiples
ulceras en botédn de camisa. Panel C. Corte histologico,
ulcera colonica (hematoxilina y eosina x20). Panel D.
Multiples trofozoitos de E. histolytica (hematoxilina y eosina
x100). Dr. Harrison Juniper 2003

2.1.7. Fases y mecanismos de la patogénesis

El proceso de invasion desarrollado por E. histolytica es uno de los mas
elaborados entre los patdgenos intestinales. La capa de mucina que recubre el
epitelio del colon es el principal obstaculo para invadirlo, por lo que desarrollo
sofisticados mecanismos para penetrarla. En 1970, Prathap y Gilman
publicaron una clasificacion de las ulceras amebianas de acuerdo con su
apariencia microscépica (30). Posteriormente, se vio que esta descripcidon
coincidia adecuadamente con las fases de la patogénesis, con la intervencién
de diversos mecanismos moleculares en cada fase, tanto del hospedero como
del patégeno. Las fases de la patogénesis son tres: colonizacion, disminucion o
disrupcién de la mucosa y enlace, y lisis de las células epiteliales del colon del
hospedero (31). Si bien la infeccion es un proceso dinamico que involucra
factores del hospedero y del agresor, la revisibn se centrara

predominantemente en el papel del agresor y sus mecanismos moleculares.
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2.1.7.1. Lesidén inespecifica

Se observa engrosamiento de la mucosa, hiperplasia glandular y edema del
estroma. Durante esta fase ocurre la etapa de colonizacion y se inicia la fase
de disrupcién de la mucosa. La adherencia del trofozoito es dificil debido a las
cargas negativas de la capa mucosa, pero por medio de la lectina galactosa—N-
acetil-Dgalactosamina se adhiere a ésta. Una vez adherida, secreta una serie
de proteinas, entre ellas las proteasas de cisteina, por medio de las cuales
causa un efecto paraddjico: promueve la produccion de mucina y su secrecion

a laluz intestinal, lo que lleva a hiperplasia glandular (30,32).

2.1.7.2. Depresién mucopénica.

En esta etapa se aprecian lesiones mucopénicas, pequefias depresiones
asociadas a pérdida de mucosa, con adherencia de los trofozoitos a ellas. El
mecanismo propuesto es que las células caliciformes encargadas de la
produccion de mucina agotan su capacidad de reponer la mucina destruida por
el trofozoito (30). Si bien la lectina permite la adherencia del trofozoito, ésta
puede ser inhibida por la misma mucina, por lo que, al parecer, es necesaria la
alteracion de las mucinas por un mecanismo a distancia a cargo de proteasas y
otras sustancias. Se conoce la capacidad de E. histolytica de secretar
glucosidasa, manosidasa, galactosidasa, fucosidasa, xilosidasa, glucuronidasa
y N-acetil-D-galactosaminidasa, entre otras, y en asociacion con las proteasas
de cisteina, de abrirse paso a través de la capa mucosa; asi se completa la

fase de reduccion/disrupcion de la mucosa. (30,12)

2.1.7.3. Lesion invasiva temprana con invasién superficial.

Durante esta fase clave se presentan tres fendmenos: erosion epitelial
superficial, focos de microinvasion interglandular e infiltracién de la lamina
propia, completandose asi el trio de acciones que implican la patogenia clasica
(30).

Durante la erosion epitelial superficial, los trofozoitos alcanzan la superficie de
la luz de los enterocitos e inician un proceso de lisis que depende del contacto.

In vitro se determind que este complejo proceso se desarrolla en varios pasos:
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adhesion, dafio dependiente del contacto (hit and run) a la membrana
plasmatica, fagocitosis y degradacion intracelular de las células ingeridas.
Estos eventos se relacionan con tres tipos de moléculas: la lectina galactosa—
N-acetil-D-galactosamina (Gal-GalNac lectin), los amebaporos y las proteasas
de cisteina (30,12).

La lectina Gal-GalNac se liga a los residuos galactosa—N-acetil-D-
galactosamina de las glucoproteinas de la célula blanco. Otras moléculas que
participan en la adhesioén son una lectina de 220 kd, una adhesina de 112 kd y
un lipofosfoglucano. La lectina Gal-GalNac tiene otras funciones, como se
describe mas adelante. Es uno de los principales factores de virulencia y su
bloqueo interfiere en la capacidad de adherirse e invadir (30,12).

Una vez se ha logrado la adhesion y el contacto con la célula blanco, ocurre
una rapida lisis celular, lo que lleva a edema, vacuolizacion de la membrana y
lisis de la célula blanco, la cual puede ser linfocitos, neutrdfilos 0 macrofagos.
La proteina amebaporo se ha encontrado en lisados de trofozoitos de E.
histolytica y se han determinado muchas de sus caracteristicas quimicas y
fisicas. In vitro se ha apreciado su efecto citolitico contra una gran variedad de
lineas celulares humanas, y actualmente se sabe que se ubica dentro de las
vesiculas citoplasmaticas; sin embargo, no se ha logrado demostrar que
participe en los procesos de lisis celular. No se han logrado obtener indicios de
Su secrecion extracelular y, al parecer, su funcion es la de lisar las bacterias
fagocitadas como mecanismo de defensa (30).

Las proteasas de cisteina son un grupo de proteinas con habilidad de degradar
la matriz extracelular y que participan en los procesos de lisis celular. Una vez
que es penetrada la capa de enterocitos luminales, se establecen unos focos
de microinvasiéon interglandular que se aprecian como zonas de erosion
epitelial superficial con invasion de trofozoitos entre las glandulas del colon. En
este punto, los trofozoitos penetran y se trasladan hacia capas mas profundas;
tienen que lisar los enterocitos circundantes y la matriz extracelular para seguir
avanzando, llevando a cabo una lisis celular continua, una invasion a traves de

la locomocién y la degradacion de la matriz extracelular.
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No se ha explicado completamente la lisis celular continua de esta fase. Se
evidencid que, aparte de la habilidad de lisar por si misma a las células blanco,
por un mecanismo no del todo conocido, E. histolytica induce la caspasa
humana 3 que lleva a apoptosis de las células (33), pero al parecer es inducido
por la lectina Gal-GalNac y por los mecanismos de sefalizacion basados en
quinasas transmembrana. Ademas, la fagocitosis de células apoptosicas es
mas rapida que la de células previamente sanas, lo que demuestra que ésta es
una forma importante para que el trofozoito consiga nutrientes. Por otra parte,
el trofozoito atrae neutrdfilos que infiliran la lamina propia, fendomeno mediado
principalmente por la interleucina 8, cuya expresion y secrecion por las células
epiteliales intestinales son inducidas por los trofozoitos (30); los trofozoitos
también bloquean otras rutas quimiotacticas, aparentemente con el fin de atraer
solo polimorfonucleares.

Los neutrdéfilos al ser atraidos por el trofozoito se exponen a ser lisados por
éste y asi aumentan la lisis tisular, lo que permite a E. histolytica continuar su
expansion por la mucosa y la submucosa. El trofozoito resiste la accién toxica
del neutrdfilo gracias a una ferro-superoxido dismutasa y el perdxido producido
se elimina a través de una proteina rica en cisteina, de 29 kd, que suple la
catalasa que no contienen los neutrdfilos (12,30).

El citoesqueleto de E. histolytica le permite realizar dos funciones importantes
para la patogénesis: la locomocion y la fagocitosis. Esto se logra mediante la
polimerizacion de la actina, la cadena pesada de la miosina |l y un conjunto de
proteinas ligadoras de calcio, ademas de otros mecanismos de sefalizacion
intracelular (34,36). La lectina Gal- GalNac, a través de una serie de quinasas
transmembrana relacionadas, induce cambios estructurales en el trofozoito y
en la célula blanco a través de mecanismos no identificados, para formar una
placa de anclaje (35,36). Después, la miosina pesada Il y la actina interactuan
“contrayendo” el trofozoito, que de esta manera avanza. Durante el proceso de
fagocitosis, el reconocimiento de la célula blanco depende nuevamente de la
lectina. Asi, el trofozoito penetra rapidamente por la mucosa y la submucosa,
extendiendo la invasion a capas mas profundas. Las proteasas de cisteina

(caspasas) juegan un papel importante en esta etapa, dado que permiten
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degradar casi todos los componentes de la matriz extracelular y su actividad
depende de la virulencia del trofozoito. Los principales componentes destruidos

por las proteasas son laminina, colageno tipo | y IV, y fibronectina (37).

2.1.7.4. Lesidon invasiva tardia con ulceracion profunda

A medida que avanza la invasion, la Ulcera se extiende profundamente en un
area mayor de la submucosa, dado que el tejido subyacente al epitelio
interglandular ofrece menor resistencia, o que da lugar a las tipicas ulceras en
boton. Para obtener el hierro necesario para su supervivencia, el trofozoito
procesa los eritrocitos fagocitados por medio de hemoglobinasas. En este
momento se aprecia una notable infiltracién por células como neutrdfilos,
macréfagos y algunos linfocitos. Llama la atencién la pasividad de los
macrofagos, secundaria a la alteracion del perfil de citocinas inducido por el
parasito, con disminucion de la secrecion de IL5, IL6, IFNgamma, y FNTalfa. El
macrofago, previamente activado con IFNgamma, es la unica célula capaz de

enfrentar con éxito al trofozoito y fagocitarlo (30).

2.1.7.5. Ulcera en granulacién
La proliferacion de pequefios vasos indica curacién de la herida y es el
marcador de esta etapa. No se tienen reportes que permitan saber si esta

etapa ocurre espontaneamente o depende del tratamiento (30).

2.1.7.6. Mecanismos moleculares

Lectina galactosa-N-acetil-D-galactosamina (Gal-GalNac lectin). Se trata de
una molécula compuesta por un heterodimero entre una cadena pesada (170
kd) y una liviana (35/31 kd) (13). Su principal papel es la adhesion celular, la
cual es uno de los mecanismos patdégenos mas importantes, dado que si es
bloqueado, el trofozoito pierde su capacidad invasora. No se ha determinado si
participa directamente en el proceso de lisis, aunque puede estar implicada en
la activacion de la caspasa humana 3 e inducir apoptosis (33). Es parte
fundamental de los mecanismos de locomocion y fagocitosis del trofozoito.

Dado su parecido estructural, presenta reactividad antigénica cruzada con CD-
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59, por lo cual inhibe la formaciéon del complejo de ataque a membrana. E.
dispar también presenta esta molécula que, por lo tanto, si bien es
indispensable para el proceso de invasion, no es la unica responsable del
mismo (30,36).

Amebaporo. Esta proteina esta formada por 4 hélices alfa y existen 3
isoformas denominadas A, B, y C, de las cuales la C es la mas activa. Forma
canales que permiten el paso de iones, agua y moléculas pequefias, lo cual
altera el equilibrio osmético de la célula y lleva a su lisis. Ejercen actividad
citolitica in vitro contra varias lineas celulares humanas y se localizan en
vesiculas citoplasmaticas del trofozoito de ambas especies. No se ha
demostrado que sean secretadas por los trofozoitos, asi que su actividad es
intracelular para digerir las células previamente fagocitadas (30). Su estructura
es muy similar a la de otras proteinas porinas (38).

Proteasas de cisteina. Se trata del mas abundante tipo de proteasas presente
en E. histolytica; son seis proteasas de cisteina (ehcp 1-6) y la de mayor
importancia es la ehcp-5 (30,32,37) . Son muy importantes en la adquisicién de
nutrientes y el desarrollo del ciclo de vida, asi como en la invasion del
hospedero. Es conocida su actividad contra diversos componentes de la matriz
extracelular, pero también se ha descrito un efecto citopatico directo. Se sabe
que la ehcp-5 rompe la capa de mucina en su dominio carboxi-terminal, lo cual
favorece la invasion (39). Se han descrito, ademas, sus efectos en la evasion
de la inmunidad, por degradacion directa de la IgA, y en la disrupcién de la IgG
que confiere resistencia a la lisis mediada por complemento e interrumpe la
amplificacion de la respuesta inmune por degradacion de anafilo-toxinas C3a y
Cbha. Existen diferencias entre las proteasas de cisteina de E. histolytica y de E.
dispar, en lo cual puede estar la clave de la capacidad patogena de la una y la

inocuidad de la otra (32).

2.1.8. Cuadro clinico
2.1.8.1. Amebiasis intestinal
La forma mas frecuente de presentacion de la amebiasis es la infeccion

intestinal no invasora asintomatica, que se caracteriza porque no se pueden
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identificar trofozoitos hematoéfagos y sangre en las muestras de materia fecal, y
porque la mucosa coldonica es normal en la endoscopia. Las formas clinicas
predominantes de amebiasis intestinal invasora son la disenteria o rectocolitis
amebiana y la diarrea aguda sanguinolenta, que pueden afectar a ambos sexos
y a todos los grupos de edad, en los lactantes puede producir hemorragia rectal
sin diarrea (1).

La disenteria amebiana se caracteriza por presentar varias deposiciones por
dia, mucosanguinolentas y poco abundantes, acompanadas por dolor cdlico
moderado que precede a la evacuacion, y tenesmo rectal. Solo un tercio de
estos cuadros son acompafados de fiebre y generalmente esta no supera los
38,5°C. Mucho menos frecuentes son las colitis fulminantes, los amebomas, las
apendicitis amebianas y las lesiones perianales (1,29).

Las colitis amebianas fulminantes pueden llevar a la muerte, afectan
comunmente, a pacientes con mal estado general, mujeres embarazadas,
pacientes tratados con corticoesteroides y nifios pequefios. El cuadro clinico se
caracteriza por evacuaciones muy frecuentes (20 o mas por dia) de heces
sanguinolentas o heces sola, dolor cdlico intenso, tenesmo rectal constante y
agudo, nauseas, anorexia, fiebre de 39 a 40°C, deshidratacion e inestabilidad
hemodindmica que puede incluso derivar en shock. Dos complicaciones graves
pueden hacer el cuadro mas ominoso aun, la perforacion intestinal derivada de
las zonas necréticas del colon, y el megacolon toxico que si no responde a la
terapia farmacoldgica, es necesario realizar una colectomia. Los amebomas se
ubican en el ciego, colon ascendente y rectosigmoides, clinicamente se
manifiestan con deposiciones disentéricas o diarrea sanguinolenta, dolor
abdominal y una masa abdominal palpable. Los sintomas y signos de las
apendicitis amebianas son similares a los de las bacterianas. Pueden existir
amebiasis cutaneas secundarias a una infeccion intestinal, se producen en la
region genital y puedan ser ulcerosas o condilomatosas, producen dolor y
hemorragia. Ademas de los sindromes agudos, la amebiasis intestinal puede
ser causa de un sindrome cronico no disentérico, caracterizado por cuadros de
diarrea mucosa intermitente, dolor abdominal , flatulencias y pérdida de peso,

acompafados por inflamacion colénica crénica de menor intensidad, pequenas
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ulceras, identificacion de trofozoitos hematéfagos, presencia de anticuerpos
anti E. histolytica y buena respuesta a drogas antiamebianas (28,29).

Otros autores consideran que, en algunos pacientes luego de un episodio
agudo de colitis amebiana, se podria instalar un cuadro crénico denominado
colitis ulcerosa posdisentérica, caracterizado por diarreas mucosanguinolentas
recidivantes con compromiso del estado general, sin identificaciéon de
trofozoitos en materia fecal, que no responde a drogas antiamebianas y se

presentan titulos altos de anticuerpos contra E. histolytica..

2.1.8.2. Amebiasis extraintestinal

El absceso hepatico amebiano es la manifestacibn mas comun de las
amebiasis extraintestinales. Hacer un diagndstico temprano es un desafio,
pues los sintomas y signos pueden no ser especificos y muchas veces imitan a
los de otras patologias. Pueden presentarse en forma aguda, evolucion <10
dias, o subaguda, hasta 6 meses de evolucion (1). El sintoma mas comun es el
dolor abdominal en el cuadrante superior derecho, que puede ser sordo o
agudo, y que frecuentemente es referido al hombro derecho. Los pacientes con
evolucién rapida habitualmente tienen fiebre, pero ésta sélo se presenta en el
50% de los subagudos. Un grupo de pacientes (10-15%) presenta fiebre
moderada sin dolor abdominal, por lo que hay que incluir a los abscesos
amebianos entre las causas probables de fiebre de origen desconocido (1,29).
Sdlo la tercera parte de los abscesos amebianos pueden coincidir con cuadros
de diarrea por amebiasis intestinal. Los principales diagndsticos diferenciales
se deben realizar con abscesos piogénicos, quistes hidatidicos y tumores
necroéticos de higado.

La amebiasis pleuropulmonar es una complicacién frecuente de los abscesos
hepaticos (20-30%). Ademas se pueden constatar derrames serosos,
consolidaciones o abscesos, empiema o fistulas hepato-bronquiales. La
amebiasis peritoneal es la segunda complicaciéon mas frecuente del absceso
hepatico; la amebiasis pericardica es la complicacibn mas seria de los
abscesos hepaticos amebianos, se caracteriza por presentar intenso dolor

precordial, disnea e hipertensién venosa general (15,16,28).
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El absceso cerebral amebiano es la manifestacion menos frecuente de las
amebiasis extraintestinales, la infeccion puede ser mortal se da en pacientes

inmunocomprometidos.

2.1.9. Inmunologia

En los ultimos anos, las técnicas de genética molecular y los nuevos modelos
de experimentacion han ensefiado mucho acerca de la patogénesis de la
amebiosis, pero a pesar de su importancia, persisten interrogantes acerca de la
respuesta inmune frente a la infeccidbn por este parasito. Hallazgos
caracteristicos en la inmunidad celular y humoral han sido detectados en

pacientes con esta enfermedad.

2.1.9.1. Inmunidad celular

La invasion tisular por la E. histolytica induce supresion de la respuesta inmune
celular, hay evidencia que la respuesta celular en la infeccion amebiana esta
relacionada con inmunidad protectora la cual emerge luego de la recuperacion
de la amebiasis invasiva. La modulacién de la funciéon de los macrofagos es
multifactorial, tienen gran actividad amebicida cuando son activados in vitro por
interferon gamma (INFgamma), factor de necrosis tumoral alfa (FNTalfa ),
lipopolisacaridos y factor estimulante de colonias 1 (FEC-1) y en la infeccién
por E. histolytica se asocia con alteracién en su funcion, la ameba patégena
causa lisis directa de los macrdéfagos y otras células (40).

Varios estudios in vivo e in vitro han evidenciado alteraciéon en la funcién
efectora y accesoria de los macrdéfagos, los cuales se vuelven refractarios a la
activacion por INF gamma vy lipopolisacaridos, se reduce la habilidad para
presentar antigenos a linfocitos T por disminucion en la expresidén del complejo
mayor de histocompatibilidad Il, aumento en la produccion de metabolitos del
acido araquidonico principalmente la prostaglandina E2, leucotrienos C4 y B4
que disminuyen la produccién de proteinas y promueven la formacion de
granulomas, defectos en la produccion de interleuquinas y FNTalfa (necesarios
para la formacion de oxido nitrico, activacién de granulocitos, fibroblastos,

macrofagos y adherencia y migracién de neutrdéfilos), modulacion en la
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produccion de metabolitos oxidativos (H202, O2) y no oxidativos (oxido nitrico)
e inefectividad en la lisis amebiana.

Aunque las alteraciones en la funcidbn de los linfocitos estan menos
caracterizadas, tienen un papel importante en la estimulacién de macréfagos y
activacion de ceélulas T, muestran actividad amebicida directa y producen
interleuquina 2 (IL-2), INFgamma y factor de necrosis tumoral beta (FNTbeta)
(respuesta Th1) necesarios para una inmunidad efectiva contra la ameba.
Estudios de Salata reportan muerte en el 92 % de trofozoitos por células T
CD8+, que requiere un mecanismo de adherencia secuencial y posterior
citolisis, estos mecanismos amebicidas de los linfocitos continian en estudio.
Asi, la activacion antigeno-especifica de células T, la produccion de citoquinas
y la actividad efectora de estas células son un componente importante de la
inmunidad contra E. histolytica (40).

Durante la infeccion los linfocitos T no proliferan a diversos estimulos
(fitohemaglutinina y concavalina A). En adicion, existe una relacion CD4*/CD8*
menor que en pacientes no infectados lo cual retarda el desarrollo de
inmunidad celular antigeno-especifica. Estudios recientes han mostrado una
promociéon a la produccion de linfoquinas respuesta Th2 que conllevan a
disminucién en la proliferacion de células T y activacion deficiente de
macroéfagos en respuesta a antigenos amebianos (40).

También se ha visto incapacidad de los neutréfilos para destruir la E.
histolytica, al parecer ésta escapa a la actividad citotoxica de las moléculas
liberadas por los neutrdéfilos a través de diversas enzimas como la superoxido
dismutasa que liga hierro, la oxido reductasa de NADPH-flavina, la oxidasa de
NADPH generadora de H202 y otros mecanismos aun no explicados. No hay
evidencia de como el parasito escapa a las moléculas citotoxicas de los
neutrofilos, alternativamente se ha especulado que los neutrdéfilos presentes en
la lesidon no se encuentran activados dado que se ha evidenciado su actividad
amebicida cuando han sido previamente activados con INFgamma o FNT alfa.
Lo contrario ocurre con la E. dispar contra quienes son altamente efectivos en

eliminarla en las primeras 96 horas luego de la inoculacién (30).
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Los eosindfilos, al igual que los neutrdfilos y los macréfagos, son destruidos por
la E. histolytica in vitro, sin embargo, si los eosindfilos se encuentran activados
son amebicidas. Los eosindfilos se encuentran en fases tempranas de la
enfermedad en contacto directo con el trofozoito y la presencia de eosinofilia se
asocia a proteccioén contra la infecciéon, mientras la presencia de eosinopenia se
asocia con mayor mortalidad, sugiriendo una participacion activa del eosindfilo
en la proteccion de amebiosis invasiva.

La identidad de las moléculas amebianas involucradas en la modulacion de la
respuesta inmune del huésped es desconocida. Los receptores y la interaccion
con estos, las vias de transduccion que son usadas y los elementos de
regulacion genética deben ser elucidados y es probable que mas de una
molécula se encuentre involucrada. La lectina de adhesion y la proteina rica en
serina de E. histolytica tienen efectos inmunoprotectores mas que

inmunosupresores (40).

2.1.9.2. Inmunidad humoral

No hay duda que la infeccion por E. histolytica provoca una respuesta humoral,
los anticuerpos son producidos en amebiasis sintomatica pero también en
amebiasis asintomatica probablemente como resultado de invasién subclinica
controlada (40).

Se ha demostrado el aumento de anticuerpos circulantes en pacientes
infectados por E. histolytica, predominantemente la IgG que puede detectarse
una semana luego de iniciados los sintomas en humanos y animales de
experimentacion (13). Estos anticuerpos, principalmente la IgG persisten afios
después de resuelta la amebiasis invasiva. Luego de 2 a 6 semanas, del inicio
de los sintomas, la IgG puede ser detectada por diferentes métodos (13,16).
Los titulos elevados no se relacionan con la severidad clinica o prondstico, pero
coinciden con estadios tempranos de la enfermedad, los cuales con el
tratamiento caen a velocidades variables. Analisis estadisticos indican relacion
entre amebiasis activa y aumento de la concentracion de IgG, los pacientes con
AHA muestran niveles mas altos de IgG que aquellos con colitis amebiana o

pacientes sanos (p<0,001) (49).
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En estudios seroepidemiolégicos el 81-100 % de los pacientes con AHA y un
porcentaje menor (50 %) de pacientes con colitis amebiana desarrollan 1gG
especifica para E. histolytica. Un bajo porcentaje de falsos negativos puede ser
debido al desarrollo tardio en la produccion de anticuerpos y resultados falsos
positivos se encuentran mas frecuentemente en areas endémicas por
infecciones pasadas. La IgA y IgE séricas también pueden aumentarse aunque
en menor grado, no muestran correlacion con amebiosis invasiva (AHA o colitis
amebiana), siendo sus valores séricos similares con los de pacientes
asintomaticos y con patrones diferentes de evoluciéon luego del tratamiento
(40).

Niveles elevados de IgM se correlacionan con pacientes con AHA (p<0,01),
pero no en pacientes con colitis amebiana comparados con controles (p>0,1);
sin embargo, en otro estudio se encontré IgM especifica contra lectina de
adhesioén hasta en el 45 % de pacientes con colitis amebiana (41,42).

Niveles elevados de IgA secretoria se encuentran en pacientes con AHA, tanto
en pacientes con enfermedad aguda como en pacientes con enfermedad ya
tratada hasta 8 meses previos (p<0,002). Esta inmunoglobulina se ha
encontrado en saliva, leche materna y heces de pacientes con amebiasis
invasiva. La IgA secretoria bloquea la adherencia de trofozoitos a las células
epiteliales intestinales, se ha destacado su papel protector en resistencia a la
reinfeccion, aunque de manera transitoria.

Se ha visto que las cisteinproteasas de la E. histolytica degradan tanto la IgA
como la 1gG, lo cual puede limitar la efectividad de la respuesta humoral del
huésped (30).

El suero de pacientes con amebiasis invasiva previa o pacientes infectados que
tienen titulos altos de anticuerpos contra el trofozoito de E. histolytica es
amebicida a través de activacion del complemento, generando componentes
que pueden lisar la E. dispar y a los cuales escapa la E. histolytica su
resistencia esta dada en virtud a la lectina de adhesion que tiene reactividad
cruzada antigénica con la proteina CD59 de las células sanguineas (30). Esta
proteina CD59 también denominado inhibidor de membrana de la lisis reactiva,

es el principal inhibidor de membrana del complejo de ataque de membrana
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(estructura de poros liposoluble que produce la lisis osmaética de las células).
Su presencia en las membranas de las células del huésped (eritrocitos,
linfocitos, monocitos, neutrdfilos, plaquetas, células endoteliales, células
epiteliales) y su ausencia en las superficies de los agentes infecciosos
(bacterias, protozoos) da lugar a una inhibicion selectiva de la activacion del
complemento en las células del huésped pero no en los microorganismos, asi
el sistema de complemento distingue entre lo propio y lo no propio.

De otra parte, las anafilotoxinas C3a y Cba (potentes estimulantes de
respuesta inflamatoria) son degradadas por cisteinproteasas amebianas,
mecanismos que se han implicado en la patogenia de la amebiosis,
considerandose un factor necesario para la invasion o diseminacion in vivo
(30,32)

La contribucion de la respuesta humoral a la inmunidad protectora no ha sido
establecida, aparentemente no previene infecciones posteriores que pueden
ocurrir inclusive con titulos altos de anticuerpos, sin embargo el suero inmune
tiene efectos citoliticos sobre trofozoitos, inhibe su crecimiento, neutraliza la
virulencia e inhibe la eritrofagocitosis, lo cual sugiere el papel protector de los
anticuerpos, y aunque para algunos autores esto es discutible, lo que no se
pone en duda es su valor en el diagnéstico y en estudios epidemioldgicos de la
amebiasis. Para la deteccién de anticuerpos se encuentran disponibles varios
meétodos para el diagndstico de amebiasis, estas pruebas pueden permanecer
positivas por meses o afnos, por lo que es necesario darles valor, dado que una
reaccion positiva puede corresponder a una infeccion amebiana pasada (8).

En estudios de AHA se han determinado niveles de IgM y se ha observado que
Su presencia no es tan marcada como ocurre con IgG y por tanto no diferencia
una infeccion pasada y de una reciente, en el estudio de Pinilla y colaboradores
se reporta una sensibilidad de 18 % y especificidad de 100 % para un punto de
corte de 0,511 de ELISA IgM, otro estudio utilizando deteccién de IgM

especifica contra lectina de adhesioén tiene mayor sensibilidad (43).
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2.1.9.3. Evasion de la respuesta inmune

La respuesta inmune frente a la infeccion por E. histolytica esta dada,
principalmente, por inmunidad innata inespecifica. El principal mecanismo de
defensa es la secrecion de mucina, y una vez éste es sorteado, se facilita el
proceso de invasion. Los neutrdfilos infiltran la mucosa luego de la liberacion de
IL8 por las células epiteliales intestinales, la cual es inducida por el trofozoito.
El reconocimiento del parasito se logra por medio de receptores similares a Toll
(TLR) 2 y 4 (44). Algunos autores proponen que E. histolytica puede variar sus
patrones moleculares asociados al patdogeno (PMAP) y no ser detectada (45).
El complemento es inactivado por medio de reactividad cruzada de la lectina
Gal-GalNac con el CD 59, lo cual lleva al bloqueo en la formacion del complejo
de ataque a membrana, y las proteasas de cisteina degradan las anafilotoxinas
(20,32).

La lectina de 220-kd de E. histolytica causa una disminucion importante de IL5,
IL6, IFNgamma, y FNTalfa, con lo cual se genera un efecto antiinflamatorio,
atrayendo macroéfagos inactivos o inactivando los mas cercanos. Esto lleva a
que el macréfago no pueda fagocitar adecuadamente los trofozoitos y que no
se pueda iniciar una respuesta inmune especifica, la cual, si ocurre, lleva a la
produccion de IgA de mucosas y de IgG sérica dirigida a la lectina Gal-GalNac.
La inmunidad adquirida es de corta duracion, con proteccion de 86% a un afno

pero inferior a 43% a los cuatro afios (46).

2.1.10. Diagnéstico

2.1.10.1. Diagnéstico Microscépico

Lo mas importante cuando se realizan los examenes microscopicos es
identificar los trofozoitos hematéfagos de E. histolytica. Estos estudios pueden
efectuarse en materia fecal, moco rectal, material de raspado de Uulceras,
muestras obtenidas por biopsia y aspirado de abscesos. Los examenes pueden
llevarse a cabo observando la muestra “en fresco”, con algun liquido de
montaje, como solucion salina, lugol, colorante de Bailenger o bien mediante
coloraciones permanentes las mas comunes son tricromica de Wheatley y

hematoxilina férrica. Los antibidticos, antiacidos, antidiarreicos, enemas y
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agentes de contraste para radiografia pueden interferir con la recuperacion de
este parasito y no deben ser suministrados hasta que la muestra haya sido
examinada (1).

Para realizar el examen “en fresco” de heces diarreicas, deben observarse
dentro de los 30 minutos de la deposicion en busca de los trofozoitos
hematdéfagos moviles. Si esto no fuera posible, debe efectuarse una tincion
permanente ya que la demora permite que los microorganismos se deformen
dificultando la identificacién posterior. En la disenteria amebiana, la materia
fecal a menudo es acida, puede contener cristales de Charcot Leyden vy
abundantes hematies y polimorfonucleares destruidos, estos ultimos pueden
estar ausentes cuando las amebas son muy activas (1,2).

Los quistes pueden ser detectados, fundamentalmente, en las heces formadas
o semisdlidas. Debido a que no se eliminan, constantemente se recomienda
efectuar examenes seriados para aumentar la sensibilidad de la deteccion. Es
importante recordar que, en los individuos asintomaticos, en general sélo se
van a observar quistes y, con menor frecuencia, algunos trofozoitos (1). La
ventaja de observar los preparados “en fresco” es que se visualiza la movilidad
de los trofozoitos hematofagos, sin embargo su identificacién, asi como de los
quistes en frotis fecales sin tefir, plantea un problema para todo microscopista,
por experimentado que sea. La confusion entre E. histolytica, otras amebas no
patdogenas, macrofagos, células epiteliales y leucocitos, frecuentemente
provoca un sobrediagnostico de las amebiasis (1,2,5,13).

En el libro Practical Guide to Diagnostic Parasitology, Lynne Garcia considera
que la técnica mas importante para la recuperacion e identificacion de
organismos protozoos es la coloracion permanente (fig. 4). Los extendidos se
deben preparar a partir de heces frescas o de materia fecal conservada en PVA
o en SAF. Otros agentes conservadores de heces, como el formol al 10%, no
son aconsejables para la preparacion de frotis tefidos. Las coloraciones mas
usadas y de mejor resultado en la identificacion de trofozoitos y quistes de E.

histolytica son la coloracién tricrémica y la tincion con hematoxilina férrica
(1,2)(fig. 4).
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Fig. 4 Quistes y trofozoitos de las especies de Enfamoeba

Debe tenerse en cuenta que la sensibilidad de las técnicas de identificacion por
microscopia 6ptica sélo alcanza el 60%, con relacién a la sensibilidad de los
cultivos de las heces (1). Otros tipos de muestras que pueden ser investigadas
en busca de formas no quisticas de este parasito son las que se obtienen
mediante técnicas semiinvasivas (usanso un endoscopio), de las lesiones de la
mucosa o moco rectal.

En la amebiasis extraintestinal, a menudo el examen microscopico de las heces
es negativo, por lo que se debe efectuar biopsia o puncion de los abscesos
(14,15).

2.1.10.2. Cultivo

Las técnicas de cultivo para el aislamiento de la especies de Entamoeba han
estado disponibles por mas de 80 afios. Los medios de cultivo incluyen
sistemas xénico (difasicos y monofasicos) y axénicos. El cultivo xénico se
define como el crecimiento del parasito en presencia de una flora indefinida
(18). El cultivo xénico de E. histolytica fue introducido por Boeck y Drbohlav en
1925 en un medio difasico col huevo, y una modificacion de este medio (Locke-

huevo) todavia se utiliza hoy (18).
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Para el aislamiento primario a partir de materia fecal, el mas ampliamente
utilizado es le medio de Robinson. Otros de los medios propuestos es el de
Pavlova (1938) modificado por Jones y De Carneri. EI TYSGM-9, formulado por
Diamond, también puede ser usado, pero su mayor utilidad radica en generar
gran numero de amebas, para poder determinar los perfiles de isoenzimas.
Diversos medios monofasicos que fueron desarrollados para el E. histolytica,
son el medio de infusion de la yema de huevo de Balamuth , el medio de
Jones, y TYSGM-9. De los diversos medios desarrollados para el cultivo xénico
de E. histolytica, solamente tres medios, Locke difasico, el medio de Robinson,
y los TYSGM-9 monofasicos, son de uso comun (13,18).

El cultivo axénico de E. histolytica se llevé a cabo por primera vez por Diamond
en 1961, utilizo un medio difasico complejo (TTY S CEEM). El medio
monofasico TP-S-1 fue desarrollado y utilizado extensamente para el cultivo de
E. histolytica en diversos laboratorios de investigacion. Actualmente TYI-S-33 y
YI-S son los medios mas ampliamente utilizados para el cultivo axénico de E.
histolytica (1,18).

El cultivo de E. histolytica se puede realizar a partir de materia fecal, biopsia
rectal, o de aspirado de absceso hepatico (1,4,11), la adicion de bacterias o de
trypanosomas es necesario antes de la inoculacion de amebas en el medio de
cultivo xénico (18).

El indice de éxito para el cultivo de E. histolytica esta entre 50 y 70% en los
laboratorios de referencia. Como el cultivo de E. histolytica es de muestras
clinicas tales como heces o abscesos de higado, tiene un indice significativo de
resultados falsos negativos y son técnicamente dificiles, de emprenden en un
laboratorio clinico rutinario.

Entamoeba dispar puede desarrollar en medios de cultivo xénicos; sin
embargo, la mayoria de los aislamientos desarrollan pobremente en medios de
cultivo monoxénicos, y el crecimiento de algunas variedades de E. dispar fue
divulgado como viable en medio de cultivo axénico, sugiriendo que el E. dispar
no posee la capacidad de E. histolytica para obtener los nutrientes en un medio

de cultivo de particulas libres (18).
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El cultivo de E. histolytica en un laboratorio de diagndstico clinico no es factible
como procedimiento rutinario y es menos sensible que el diagnéstico por
microscopia como método de deteccion. Los medios de cultivo son dificiles,
costosos, y es necesario realizar un trabajo laborioso para el diagnéstico. El
crecimiento excesivo de organismos no deseados como bacterias, hongos, u
otros protozoos durante el cultivo es el mayor problema encontrado, por lo
tanto el cultivo no se recomienda como procedimiento de diagndstico rutinario

para la deteccidn de la especies de Entamoeba (18).

2.1.10.3. Deteccion de antigenos

Varios investigadores han desarrollado técnicas de enzimoinmunoensayo
(ELISA) para la deteccion de antigenos en muestras fecales. Estas pruebas de
deteccidon del antigeno tienen una sensibilidad parecida al diagndéstico por
cultivo. Los kits de ELISA basados en la deteccién de antigenos especificos
para E. histolytica usan anticuerpos monoclonales contra la Lectina galactosa-
N-acetil-D-galactosamina (Gal-GalNac lectin), (E. (histolytica |l; TechLab,
Blacksburg, VA) o anticuerpos monoclonales contra el antigeno rico en serina
de E. histolytica. (kit Optimum S; Merlin Diagnostika, Bornheim-Hersel,
Alemania). Otros kits de ELISA para la deteccion de antigenos es el Kit
Entamoeba Celisa Path que también usa anticuerpos monoclonales especificos
contra la lectina de E. histolytica (cuadro 1). Ademas de los analisis clinicos
antedichos, algunas pruebas de investigacion basadas en la deteccion de
antigenos incluyen el uso de anticuerpos monoclonales contra un antigeno
superficial rico en lectina (47), un lipofosfoglicano (48), y un antigeno amébico

que es una lectina de adherencia (170-kDa) detectado en saliva (49).
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Cuadro 1. Test disponibles para la deteccion de antigenos en el diagnostico de amebiasis

Sensitivity, % Specificity, %

Test (reference) (reference) Manufacturer  Detection limit
TechLab E. 96.9-100,° 14.2 94.7-100,> 98.3 TechLab, 0.2-0.4 ng of
histolytica 112 (61),c87.5 (76), (61),° 100 (76),9 98 Blacksburg, VA adhesion per

86 (76),° 71 (76),° 100 (201), well

(201), 95 (80)," 93.0 (80),96 (153)¢

79 (153)
Entamoeba 95-100° 93-100° Cellabs Pty Ltd., 0.2-0.4 ng of
CELISA-PATH® Brookvale, adhesion per

Australia well
Optimum S 100 (134) NP#? Merlin Not given
Entamoeba Diagnéstika,
histolytica antigen Berheim-Hersel,
ELISA? Germany
Triage parasite 96.0 (58)/68.3 99.1 (58)/ 100 BIOSITE Not given
panel’ (133),X100 (167)(133),X100 (167Y  Diagnostics, San
Diego, CA

ProSpecT 87,7545 (61),° 99,794 (61),°99 REMEL Inc., 40 ng/ml of E.
Entamoeba 78 (128)" (128)" Lenexa, KS° histolytica-
histolytica specific
microplate assay’ antigen

@ Specific for E. histolytica.

b Sensitivity and specificity compared to culture/zymodeme, as cited by the manufacturer.
¢ Sensitivity and specificity compared to culture and microscopy.

d Compared to isoenzyme analysis.

e Compared to culture.

f Compared to culture and microscopy.

9 Compared to real-time PCR.

" NP, not published.

i Cannot distinguish between E. histolytica and E. dispar.

El kit de TechLab para E. histolytica fue creado en 1993 para detectar
especificamente E. histolytica en heces. Esta prueba de deteccién de antigeno,
captura y detecta la Lectina galactosa-N-acetil-D-galactosamina (Gal-
GalNac lectin) en muestras fecales (48). Se considera a la lectina altamente
inmunogenética, y debido a las diferencias antigénicas entre las lactinas de E.
histolytica 'y E. dispar, la prueba permite la identificacion especifica de la
enfermedad que causa E. histolytica. El nivel de deteccién de antigenos
ambianos es alto, requiriéndose aproximadamente 1.000 trofozoitos por pocillo
(48). Sin embargo, esta prueba sufre la desventaja que los antigenos
detectados son desnaturalizados por fijacion de la muestra, por lo tanto el uso
de la prueba esta limitada a las muestras frescas o congeladas. Esta prueba ha

demostrado buena sensibilidad y especificidad para la deteccién de antigeno
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de E. histolytica en individuos que sufren de colitis amebiana y de infeccién
intestinal asintomatica (23,-50).

La deteccidén de antigeno de E. histolytica mediante el reactivo de TechLab
ELISA en personas que sufrian de diarrea, demostré tener una correlacion
excelente con PCR, y en otros estudios esta prueba demostré ser mas sensible
(80 a 94%) y especifica (94 a 100%) que la microscopia y el cultivo (23,50). En
otro estudio comparativo donde se uso ELISA y PCR para la deteccion de E.
histolytica y E. dispar, se encontrdé que la reaccion en cadena de la polimeriza
es 100 veces mas sensible que ELISA para la diferenciacion de las dos
especies (48). Este Kit fue discontinuado por el fabricante y substituido por un
kit de segunda generacion el TechLab Il ELISA , que demostré ser mas
sensible (86% a 95%) y el especifico (93% a 100%) comparado con la
microscopia (montaje con solucién salina y lugol) y el cultivo en la identificacion
de E. histolytica como método de screening en areas endémicas (80). El
TechLab Il ELISA comparado con la reaccién en cadena de la polimeriza en
tiempo real como una prueba de referencia, también demostré buenos niveles
de sensibilidad y especificidad para la diagnosis de E. histolytica. (71 a 79% y
96 a 100%, respectivamente) (51).

El kit TechLab Il ELISA para E. histolytica también puede utilizarse para la
deteccidén del antigeno de lectina de E. histolytica, en suero y pus del absceso
hepatico en pacientes con enfermedad hepatica (23). En Bangladesh, el 96%
(22/23) y 100% (3/3) de pacientes con absceso hepatico amebiano tenian
niveles detectables del antigeno lectina en sus muestras de suero y pus del
absceso hepatico, respectivamente, antes del tratamiento con el metronidazol.
Sin embargo, la sensibilidad de este método era solamente de 33% (32/98) y
41% (11/27), para suero y pus del absceso hepatico respectivamente, después
de algunos dias de tratamiento con el metronidazol, que probablemente se
asocia a una disminucién de la cantidad de antigeno en suero o pus después
de la terapia (23).

Los resultados para la deteccion del antigeno usan ambos kits de TechLab,
sugieren que pruebas de diagnostico mas especificas y mas sensibles, tales

como la reaccion en cadena de la polimeriza, sea necesario establecer la
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distribucion mundial real de E. histolytica y del E. dispar (51,52). La deteccién
de antigenos especificos de E. histolytica y de E. dispar en heces por ELISA
podria ser util para los estudios clinicos y epidemiolégicos donde los analisis
moleculares no pueden ser utilizados. De los diferentes métodos de
diagnéstico, es decir, deteccidon de antigeno, deteccion de anticuerpos,
microscopia, y analisis de isoenzimas, la deteccion de antigeno usando ELISA
es el mas rapido y técnicamente mas simple de realizarse y se puede utilizar en
los laboratorios que no cuentan con instrumentos moleculares. En todos los
casos, la combinacién de pruebas seroldgicas con la deteccidn del parasito
(ELISA o PCR) ofrece el mejor acercamiento a la diagndstico de la amebiasis
(25,48,52).

2.1.10.4. Deteccion de anticuerpos

Las pruebas serologicas para la identificacion de la infeccion por E. histolytica,
pueden ser provechosas desde una perspectiva de diagnostico en naciones
industrializadas, donde no es tan comun las infecciones debido a E. histolytica.
Sin embargo, en areas donde la infeccion es endémica y la gente ha estado
expuesta a E. histolytica, hace de las pruebas seroldgicas de poca utilidad para
distinguir mas alla de una infeccion pasada (53).

La deteccion de anticuerpos puede ser provechosa en el caso de absceso
hepatico amebiano, donde los pacientes no tienen parasitos perceptibles en
heces. La sensibilidad encontrada para la deteccién de anticuerpos contra E.
histolytica en suero en pacientes con absceso hepatico amebiano fue cerca de
100% (54). En cambio, un estudio en un area endémica, Hue en Vietnam,
reveld6 que 82.6% (38/46) de los individuos que fueron infectados con E.
histolytica tenian titulos significativos de anticuerpos antiameba incluso en
individuos asintomaticos. Estos resultados fueron confirmados por la reaccion
en cadena de la polimereza en tiempo real (PCR-tiempo real) (51). Diversos
ensayos se han desarrollado para la deteccion de anticuerpos, incluyendo la
hemaglutinacion  indirecta  (HAI), la  aglutinacion en latex, |la
inmunoelectroforesis, la contrainmunoelectroforesis (CIE), difusion en gel, la

inmunodifusion, la fijacion de complemento, el andlisis de |la
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inmunofluorescencia indirecta (IFl), y el enzimoinmunoanalisis (ELISA). Una
variedad de ensayos para la deteccion de anticuerpos de E. histolytica en suero

humano estan disponibles en el comercio (cuadro 2).

Cuadro 2. Test disponibles para la deteccion de anticuerpos en el diagnoéstico de amebiasis

Sensitivity, % Specificity, %
Antibody assay (reference) (reference) Manufacturer
Cellognost-Amoebiasis 100% (134), 99 90.9-100° Dade Behring Marburg GmbH,
(IHA) (84) (134), 99.8 (84)Marburg, Germany
Novagnost Entamoeba IgG >95° >95b NovaTec Immundiagnostica
GmbH, Dietzenbach, Germany
Bichro-Latex Amibe 93.3 (194), 95.5 (194), Fumouze Diagnostics,
98.3 (149) 96.1 (149) Levallois-Perret Cedex, France
I.H.A. Amoebiasis 93.4 (149) 97.5 (149) Fumouze Diagnostics,
Levallois-Perret Cedex, France
Amoeba-Spot IF NA?® (61) NA (61) bioMérieux, Marcy-I'Etoile,
France
Amebiasis Serology 95 97° Light Diagnostics
microplate ELISA
Amebiasis Serology 97.9 (84), 92.5 94.8 (84), 91.3 LMD Laboratories, Inc.,
microwell EIA (HK-9 (169) (169) Carlsbad, CA
antigen, axenic)
RIDASCREEN Entamoeba 100, 97.7-100 95.6%, 97 .4 R-Biopharma AG, Darmstadt,
(IgG detection) (100) (100) Germany

a For the titer of Z21:64, 100% sensitive and 90. 9% specific; for the titer of Z1:512, 100% sensitive and
100% specific.

b As recommended by the manufacturer.

¢ NA, not available.

Las pruebas de fijacion de complemento parecen ser menos sensibles que
otras, siendo caras y no utilizadas por la mayoria de los laboratorios. En
cambio HAI es facil de realizar y ha demostrado ser altamente especifica
(99.1%) en el diagnéstico de pacientes infectados con VIH que presentaban
sintomas gastrointestinales. Sin embargo, su baja sensibilidad puede llevar a
resultados falsos negativos comparados con ELISA. La prueba de aglutinacion
en latex parece detectar el mismo anticuerpo que HAI, los kits comerciales
estan disponibles, y la prueba se puede realizar en 10 min, sin embargo,
debido a las reacciones no especificas, la especificidad de esta prueba parece
ser decepcionante (15,17).

Inmunoelectroforesis, contrainmunoelectroforesis, y la inmunodifusion usan la

caracteristica de precipitacion del anticuerpo y del antigeno en una membrana
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de gel agar. Sheehan y cols. divulgé que la deteccion de anticuerpo en
amebiasis extraintestinal por CIE tiene una alta sensibilidad (100%) en
pacientes con amebiasis invasiva (55).

La deteccion de anticuerpos usando la prueba IFI demostré ser rapida,
confiable, y reproducible y es util para distinguir el absceso hepatico amebiano
de otras etiologias no amébicas (28). Ademas de esto, la prueba de IFI permite
distinguir entre una enfermedad anterior (tratada) y una actual . Un estudio
conducido por Jackson y cols. reporto que el monitoreo de los niveles de la
inmunoglobulina M (IgM) usando IFI puede ser de valor clinico en casos de
amebiasis invasiva. Los niveles de IgM llegan a ser negativos en un corto
periodo de tiempo después de la infeccion, con mas de la mitad de los
individuos con resultados negativos en 6 meses y con el 100% después de 46
semanas de tratamiento (28,41,43).

ELISA es la prueba mas popular en el laboratorio de diagnostico en el mundo
entero y después del examen microscépico fecal se ha utilizado para estudiar
la epidemiologia de la enfermedad asintomatica y el diagnostico de la
amebiasis sintomatica. Este método es extensamente suficiente para los
propositos clinicos, particularmente para el diagnéstico en pacientes con
absceso hepatico amebiano y se puede implementar facilmente en un
laboratorio clinico. También es util en la evaluacién de las infecciones
intestinales y extraintestinales donde se sospecha de amebiasis, pero los
organismos no se pueden detectar en las heces (4,5,9,15)

Los anticuerpos séricos IgG persisten por anos después de la infeccion por E.
histolytica, mientras que la presencia de anticuerpos IgM es de corta duracién y
se pueden detectar en el curso de una infeccion actual. Un test de ELISA fue
utilizado con éxito en la deteccion de anticuerpos IgM contra la lectina de
adherencia, en pacientes que sufrian de colitis aguda durante 1 semana, 45%
presentaron anticuerpos IgM anti-lectina. En otro estudio, fue demostrado que
un analisis basado en la deteccion de anticuerpos anti-LC3 (cysteine-rich
galactose-specific lectin of Entamoeba histolytica) en saliva es una prueba mas
sensible y especifica para el diagnostico del absceso hepatico amebiano y de

colitis aguda amebiana que la deteccién de anticuerpos 1gG anti-LC3 en suero
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(49). ELISA un titulo alto de anticuerpos es provechoso para el diagnostico de
la amebiasis en pacientes con parasitos detectables en deposiciones fecales,
pues tiene una sensibilidad del 95%, ademas de no presentarse ninguna

reaccion cruzada con otros parasitos (41,42,43,55,)

2.1.10.5. Analisis de isoenzimas

El trabajo pionero de Sargeaunt y cols. demostro que el analisis de isoenzimas
a partir del cultivo de amebas permite la diferenciacion de las diferentes
especies de Entamoeba (18). Un zimodema se define como un conjunto de
cepas de entamoeba, que comparten el mismo patron de movilidad
electroforético para varias enzimas. Los zimodemas consisten en patrones
electroforéticos de las enzimas hexokinasa, glucosa fosfato isomerasa, y de la
isoenzima fosfoglucomutasa (15,17). Se han descrito un total de 24
zymodemas diferentes, 21 fueron aislados de humanos (9 de E. histolytica y 12
de E. dispar). Los zymodemas estan definidos por el numero de bandas
presentes, solo tres permanecen para E. histolytica (I, XIV, y XIX) y uno para
E. dispar (l). El analisis de isoenzimas (zymodema) a partir de cultivo de
amebas permite la diferenciacion de E. histolytica de E. dispar y era
considerado el patron de oro para el diagnostico de infeccidon amebiana antes

del desarrollo de nuevas técnicas basadas en el DNA.

2.1.10.6. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR convencional)

La reaccion en cadena de la polimerasa es el método de eleccion para los
estudios clinicos y epidemioldgicos en los paises desarrollados (48,51,52). E.
histolytica puede ser identificada en una variedad de muestras clinicas,
incluyendo heces, tejidos, y aspirado de absceso hepatico (14). La PCR del
gen de la subunidad del ARNribosomal (18S DNAr) demostré6 ser
aproximadamente 100 veces mas sensible que el mejor kit de ELISA
actualmente disponible (48,56). Edman y cols. (57) utilizaron la PCR para
amplificar el gen que codifica el antigeno superficial 125-kDa, que
posteriormente fue adaptado para distinguir entre especies de Entamoeba. Los

estudios iniciales de Edman y cols. y Tannich y Burchard fueron realizados con
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DNA extraido del aislamiento de diferentes especies de Entamoeba. La PCR
fue utilizada posteriormente en un estudio epidemioldgico de la infeccién del
complejo E. histolytica/E dispar, usando DNA extraido de los trofozoitos de
cultivo de heces, y usando primers especificos para las secuencias altamente
repetitivas presentes en las cepas patdogenas y no patogenas de E. histolytica
(cepa no patogena ahora identificada como E. dispar) definidas previamente a
través de sus patrones respectivos de isoenzima (58).

En la actualidad hay una gran variedad de métodos que se han descrito para la
deteccion y diferenciacion de las especies de Entamoeba mediante PCR. La
diversidad genética entre los 18S rDNAs de E. histolytica y E. dispar inicio el
uso del 18S rDNA como blanco para la diferenciacion de las dos especies
(48,41). Estos blancos estan presentes en plasmidos extracromosomales de
las amebas, haciendo que el gen 18S rDNA sea mas faciimente detectado que
el fragmento de una copia simple del gen de DNA.

Los primers del gen que codifica el antigeno 29-kDa/30-kDa se ha utilizado
para distinguir entre la especie patdégena y no patdégena de Entamoeba. Otros
genes que fueron blanco de estudio por PCR incluye el gen, que codifican la
proteina rica en serina de E. histolytica (SREPH) (59,). Otros genes usados en
estudios epidemiolégicos son el gen de la proteinasa cisteina (31,32) y el gen
de la actina. Ademas, un analisis novedoso por PCR consiste en el uso del gen
de hemolisina HLY6 (hemo-PCR) para la deteccion de DNA de E. histolytica,
en muestras fecales y de abscesos hepaticos demostrando tener una

sensibilidad y especificidad del 100%.

2.1.10.7. Reaccidén en cadena de la polimerasa en tiempo real

La reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real es una nueva y muy
atractiva metodologia para el laboratorio de diagnéstico de enfermedades
infecciosas, debido a sus caracteristicas que eliminan el analisis post-PCR,
llevando a tiempos de vuelta mucho mas cortos, a una reduccion en el riesgo
de contaminacidn, y a costos reducidos del reactivo. Un aspecto importante de
la reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real es su elevada

sensibilidad comparada con la PCR convencional, con una capacidad de
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detectar 0.1 células por gramo de heces (51). Ademas, la PCR en tiempo real
es un método cuantitativo que permite la determinacion del numero de
parasitos en varias muestras. Los distintos protocolos de PCR en tiempo real
para la identificacion y la diferenciacion de E. histolytica de E. dispar se han
publicado recientemente. Estos protocolos incluyen métodos orientados hacia
la deteccion de la amplificacion del rDNA 18S (51,48) y del gen SREPH en
muestras fecales y de abscesos hepaticos (59).

Las secuencias seleccionadas en la mayoria de estos estudios en tiempo real
han incluido el rDNA como el blanco para la polimerizacion por PCR. Una
evaluacion reciente de PCR en tiempo real que se centro en las debilidades y
las fortalezas de cada andlisis y de su utilidad para el diagnostico, fue
publicada por Qvarnstrom y cols. (48). Este estudio destaca diferencias en
limites de deteccion y funcionamiento de diferentes ensayos, en esta
evaluacion dos de los ensayos no podrian distinguir confiablemente E.
histolytica de E. dispar, incluyendo el ensayo Light Cycler (51). Posteriormente
fue desarrollado un ensayo multiplex de PCR en tiempo real, con una
sensibilidad y especificidad de 100% en la deteccion de diversos parasitos
intestinales, este ensayo permite la deteccion simultanea de E. histolytica, G.
lamblia y de C. parvum ademas ofrece la posibilidad de introducir la deteccion
de DNA en el diagnéstico rutinario de infecciones parasitas intestinales (60). La
puesta en practica de tales analisis multiplex y el desarrollo de procedimientos
automatizados para el aislamiento de DNA podrian tener un enorme impacto en

la préactica rutinaria de la parasitologia.

2.1.11. Tratamiento

El tratamiento de la infeccidn depende del diagndstico clinico. Un paciente con
un cuadro de colitis amebiana no requiere el mismo tratamiento que un
portador asintomatico, debido a los sitios y mecanismos de accion de los
medicamentos empleados. Estos se suelen dividir en luminales, como las 8-
hidroxiquinolinas halogenadas (yodoquinol) y las amidas (teclozan, etofamida,

quinfamida, etc.), o tisulares, como los nitroimidazoles (metronidazol,
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secnidazol, ornidazol). EI metronidazol presenta una accién mixta, es decir,
tanto luminal como tisular (61).

Los medicamentos disponibles y los esquemas de tratamiento se resumen en
el cuadro 3. Se recomienda el tratamiento de los pacientes asintomaticos como
una medida para controlar la transmision, pero no existen estudios que validen

esta recomendacion.

Cuadro 3. Esquemas de tratamiento para E. histolytica

Tahla 3 .
Esquemas de tratamiento
Enmipan MeocamenTo Duracion
. Teckezdn, 500 mg Cada 12 horas por tres dosis
Portador asintomatico - — = -
Etofamida, 500 mg Cada 12 horas por tres dosis
Metronidazol, 500 mg Cada 8 horas por siete 8 diez dias
Colicis amebiana Tinidazel, 2,000 mg liario por dos dias
Secnidazol, 2,000 mg liario por cinco a siebe dias
Metronidazal, 500 mg Cada 8 h por diaz dias
Amebiasis extraintastinal Twidazal, 2.000 mg Diario por tras a cinco dias
Secnidazol, 2.000 mpg Diario por cinco 3 siete dias

Algunos casos requieren manejo quirurgico, como en la colitis amebiana
fulminante (hemicolectomias o, incluso, colectomias totales), apendicitis
amebiana (cuyo diagnostico suele ser postquirurgico), la perforacion intestinal y
el ameboma. Aunque se han descrito mecanismos de resistencia al

metronidazol, la respuesta clinica suele ser adecuada (62).

2.2. Marco Contextual

2.2.1. Departamento de Tarija

El departamento de Tarija esta ubicado al sur de la Republica de Bolivia; limita
al norte con el departamento de Chuquisaca, al sur con la Republica de
Argentina al este con la Republica de Paraguay y al oeste con Chuquisaca y
Potosi. Tiene una extension de 37,623 km.? y una poblaciéon de 509.708
habitantes (censo 2009). La capital del departamento es la ciudad de Tarija
(1,866 m.s.n.m) situada entre los 21° 32' 00" de latitud sur y los 64° 47' 00" de


http://www.bolivia.com/turismo/ciudades/Chuquisaca/index.html
http://www.bolivia.com/turismo/ciudades/potosi/index.html
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longitud oeste del meridiano de Greenwich, tiene una extension de 37.623 km
Segun resultados de las proyecciones de poblacion para el ano 2009, el
departamento de Tarija cuenta con 509.708 habitantes, que equivale a 4,98%
del total nacional, de 10.227.299 habitantes. La participacién de la poblacién
masculina en este departamento es de 50,37%, mientras que la femenina es
49,63%. El departamento tiene una densidad de 13,55 habitantes por Km2,
mayor al promedio nacional de 9,31 habitantes por Km2, cuenta con 6
provincias y 157 cantones. El departamento de Tarija se ve influenciado por
cordilleras con pequefias elevaciones. La totalidad de sus rios son afluentes de
la cuenca del Plata siendo los mas importantes el de Guadalquivir y el rio
Bermejo. Su clima es templado y muy agradable, sus valles tienen un promedio
de 17 a 23 grados y en los lugares tropicales oscila entre 25 y 35 grados, la
estacion lluviosa comprende los meses de diciembre a febrero, templado y frio

en la zona oeste (63).

2.2.2. Instituciones de Salud

El Hospital Regional San Juan de Dios es un servicio publico de salud que
inicié su atencion en su actual infraestructura el 15 de abril de 1987. Es el unico
que ofrece servicios de tercer nivel en Tarija a la poblacién urbano y rural.

La Caja Nacional de seguridad Social fue creada de acuerdo al Cdédigo de
Seguridad social, el 14 de diciembre de 1956, como la principal entidad gestora
de la Seguridad Social, Entidad de Derecho Publico, descentralizada,
descentralizada y con autonomia propia, con prestaciones de corto y largo
plazo. La ley 0924 del 14 de abril de 1987 y DS. Reglamento N° 21637 del 25
de junio de 1987 modifican sustancialmente la Organizacion estructural de la
Seguridad Social en el pais al separar la Administracion de los Seguros
Sociales obligatorios en Seguros de largo plazo y corto plazo.

De esta manera queda conformada la Caja Nacional de Salud como entidad de
caracter publico descentralizada y autondémica propia del nivel operativo en el
sistema de Seguridad Social, responsable de otorgar a sus asegurados
prestaciones de enfermedades, maternidad y riesgos profesionales a corto

plazo.
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El Seguro Social Universitario ubicado en la ciudad de Tarija, fue creado como
Seguro delegado de la Caja Nacional de Salud, para otorgar prestaciones de
salud a todos los trabajadores docentes y administrativos de la Universidad
estatal "Juan Misael Saracho". EI Seguro Social Universitario es una institucién
de servicio y derecho publico, con personeria juridica, patrimonio propio,
autonomia de gestion técnica financiera y administrativa y esta vinculado a las
instituciones mas representativas que trabajan en el ambito de seguridad
social. El Seguro Social Universitario es miembro del SISSUB esta supeditado
al control y fiscalizacion del INASES (Instituto Nacional de Seguros de Salud).
La institucion tiene como misién fundamental el otorgar prestaciones de salud,
a favor de toda su poblacion protegida, para su curacion y rehabilitacion total,
con el unico fin de velar por el bienestar del capital humano, brindando
prestaciones con oportunidad, calidad y calidez buscando en lo posible
optimizar los recursos econémicos que se tienen y logran la satisfaccion del
usuario.

PROSALUD comenzé a trabajar en Bolivia en 1985 con un centro de Salud en
la localidad de Pailon del departamento de Santa Cruz. En 1992 la entidad
inicio un proceso de expansion y cobertura a nivel nacional, replicando su
modelo en La Paz inaugurando Centros de Salud en las ciudades de El Alto,
Tarija, Riberalta, Cochabamba, Yacuiba, y Oruro.

En la actualidad la Red PROSALUD esta formada por 24 centros de salud y 6

clinicas de 2do nivel de atencion.
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CAPITULO Illl. MARCO METODOLOGICO

3.1. Enfoque, tipo y diseio de la investigacion

3.1.1. Enfoque de la investigacion

La presente investigacion tiene un enfoque cuantitativo, que busca la
seroprevalencia de anticuerpos para Entamoeba histolytica, mediante
instrumentos validos y confiables como es la prueba enzimoinmunoenzumatica
(ELISA). Teniendo el investigador una perspectiva desde fuera del estudio

abordado.

3.1.2. Tipo y diseio de la investigacion

El presente trabajo es un estudio de tipo observacional, descriptivo de corte
transversal, donde se determina la presencia de anticuerpos para Entamoeba
histolytica en pacientes que acuden a las diferentes instituciones de salud en el
periodo de junio a septiembre de 2012. En el estudio se incorpora un
componente analitico, que consiste en la determinacion de correlacion entre

variables y la significancia estadistica.

3.2. Poblaciéon y muestra

3.2.1 Poblacién

La poblacion esta constituida por 88 pacientes que acudieron a consulta
meédica en las diferentes instituciones de salud en la ciudad de Tarija, de

acuerdo al siguiente detalle:

Institucién de Salud N° de pacientes
HRSJDD * 19
HOSPITAL OBRERO N°6 6
SSUT ** 44
PROSALUD 19
TOTAL 88

Fuente: Elaboracién propia

* Hospital Regional San Juan de Dios
** Seguro Social Universitario Tarija
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Para el presente estudio se trabaja con el HRSJDD por ser el unico hospital de
tercer nivel, con el Hospital Obrero N° 6 por ser el ente asegurador mas
grande, con PROSALUD por tratarse de una institucion de salud privada con
gran afluencia de usuarios, debido a su accesibilidad y costos econémicos y

con el SSUT por ser la institucion en que presto mis servicios como bioquimico.

3.2.2. Muestra

Hasta la fecha en el diagndstico sigue utilizandose el microscopio 6ptico, con
las limitaciones que esto implica, a esto se afiade que la interpelacion clinica de
los resultados de laboratorio no tiene un criterio uniforme, y no existe una
sistematizacion documentada de la patogenia involucrada, tomando estas
previsiones no se define el tamano de muestra, por lo tanto el numero de
muestras procesadas fue el total de la poblacién igual a 88, obtenidas de las
diferente instituciones de salud, con edades comprendidas entre 3 a 84 afos

de todos los estratos socioeconomicos de las zonas urbano y rural.

3.3. Variables de estudio

3.3.1. Identificacion de variables

Variable dependiente

e Seroprevalencia de anticuerpos anti Entamoeba histolytica
Variables independientes

e Sexo

e Edad

e Zona de procedencia



3.3.2. Diagrama conceptual

51

Objetivo Variable Definicion Definicion Categorias Instrumen-
Especifico Conceptual Operacional tacion
Determinar la Seroprevalencia Proporcién de Proporcién de Reactivo: Hoja de registro
frecuencia de de anticuerpos una poblacién una poblacién Resultado
seroprevalencia de anti Entamoeba que ha resultado que ha positivo
anticuerpos para histolytica seropositiva a resultado No reactivo:
Entamoeba (dependiente) una infeccion. seropositiva a Resultado
histolytica (ELISA), una infeccién, negativo
en pacientes de segun examen
diferentes serolégico.
instituciones de
salud de Tarija.
Identificar la Sexo Diferencia fisica y Segun la Femenino Hoja de registro
relacion de la (independiente) constitutiva del diferencia fisica Masculino
infeccién por hombre y de la y constitutiva
Entamoeba mujer del macho del grupo de
histolytica en y de la hembra en estudio.
pacientes de especies
diferentes animales y
instituciones de vegetales
salud con el sexo. superiores.
Identificar la Procedencia Lugar en el que Segun la Urbano Hoja de registro
relacion de la (independiente) reside residencia Rural

infeccién por
Entamoeba
histolytica en
pacientes de
diferentes
instituciones de
salud con el lugar
de procedencia.

habitualmente
una persona

habitual de los
asegurados y
beneficiarios

Determinar la

Edad

Tiempo de vida

Tiempo de vida

Intervalos de

frecuencia de (independiente) transcurrido transcurrido edad:
seroprevalencia de desde el desde el
anticuerpos para nacimiento nacimiento 3 a23afos
Entamoeba 24 a 44 arios
histolytica (ELISA) 45 a 65 afos
en pacientes de 66 a 86 afos
diferentes

instituciones de
salud de Tarija,
segun intervalo de
edad.

Hoja de registro

3.4. Criterios de inclusion y exclusién

Criterios de inclusion

En los pacientes estudiados se incluyeron todas las formas clinicas de la
enfermedad, tanto en pacientes con formas leves como avanzadas de la
enfermedad. Formando parte del estudio los pacientes mayores de 3 afos y
menores de 84 aios, que presentaban los siguientes detalles establecidos para

el diagndstico: datos clinicos de colon irritable, diarreas cronicas, antecedentes
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de diarrea disenteriforme, perdida de peso, antecedentes de amebiasis previa
intestinal y/o extraintestinal, enfermedad diarreica aguda, otros (dolor

abdominal, solicitud de la prueba de reaccion de Widal) (anexo N° 1).

Criterios de exclusién
No forman parte del estudio los pacientes que recibieron tratamiento previo con

amebicidas o que estén cursando una enfermedad grave.

3.5. Procedimiento para la recoleccion de la informacion

La informacion de los pacientes de diferentes instituciones de salud, se obtuvo
a partir de una fuente primaria que fueron las historias clinicas (patron de
referencia), mediante la guia de observacion (anexo N° 1), para luego ser

tabulada y ordenada en la hoja de registro (anexo N° 2).

3.6. Procesamiento y analisis de los datos

3.6.1. Datos

La informacién recolectada fue tabulada y ordenada en una base de datos
construida en EXCEL, para ser analizada en los programas Epi Info 3.5.4. y
Epidat 3.1. En primera instancia se calculd la distribucion de frecuencia simple
con los graficos y medidas de resumen que correspondan y subsiguientemente
se elaboraron tablas de doble entrada. Finalmente se construyo tablas 2x2 para
identificar la relacion de asociacion entre variable dependiente y variables
independientes, para lo cual se calculo, la razéon de prevalencia de la
enfermedad, los limites de confianza de la razén de prevalencia, Odds ratio de
prevalencia con sus respectivos limites de confianza y Ji cuadrado, con la

debida interpretacién estadistica.

3.6.2. Material y métodos

3.6.2.1. Muestra

Las muestras fueron recolectadas a partir del mes de junio a septiembre del
2012, en las diferentes instituciones de salud de Tarija: Hospital Universitario

San Juan de Dios, Hospital Obrero N° 6, Seguro Social Universitario de Tarija,
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y Prosalud, fueron procesadas en el area de inmunodiagndstico del laboratorio
de analisis clinico del Seguro Social Universitario de Tarija. El estudio consisti6
en determinar la presencia de anticuerpos anti Entamoeba histolytica de tipo
IgG, ocupando el Kit Entamoeba histolytica Amebiasis de la empresa
Diagnostic Automation/Cortez Diagnostics Inc., para el serodiagnostico de
amebiasis por enzimoinmunoensayo en suero humano. Los sueros fueron
congelados a -25 +/- 6°C evitando descongelar y congelar en forma sucesiva.
Se rechazé todo suero hemolizado, lipémico o contaminado. Los resultados de
las pruebas de ELISA fueron definidos como: reactivo y no reactivo segun los
criterios establecidos por el laboratorio donde se desarrollo la prueba y de

acuerdo a las historias clinicas de los pacientes como patron de referencia.

3.6.2.2. Reactivos

- Test Strips: Contiene microcubetas con el antigeno E. histolytica de la cepa
NIH-200. Pocillos para 96 determinaciones.

- Conjugado: Un (1) frasco que contiene 11 ml de Proteina A conjugada a
peroxidasa

- Cromoégeno: Un (1) frasco que contiene 11 ml del cromoégeno
tetrametilbencidina (TMB)

- Solucién concentrada de lavado (20X): Un (1) frasco con 25 ml de buffer
concentrado y surfactante.

- Buffer de dilucion: Dos (2) frascos con 30 ml de solucién de proteina
tamponada al 1%.

- Control Positivo: Un (1) vial con 1 ml de suero positivo diluido de conejo.

- Control Negativo: Un (1) vial con 1 ml de suero negativo diluido de humano.

- Solucion de parada: Un (1) recipiente con 11 ml acido fosforico 1 M.

- Agua destilada

3.6.2.3. Materiales
- Lector de placas de Elisa
- Lavador automatico de placas de Elisa

- Tubos de vidrio
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- Pipeta de 20 ul.

- Pipeta de 100 ul

- Pipeta de 100 a 500 ul.

- Pipeta de 1 ml

- Puntas desechables de 200 ul, 500 ul y 1 ml.
- Papel absorbente

- Cinta adhesiva

3.6.2.4. Técnica

a. Fundamento

Los micropocillos estan cubiertos con el antigeno de E. histolytica, durante la
primera fase de incubacion los sueros diluidos de pacientes con el anticuerpo
qgue sea reactivo con el antigeno se fijara a los micropozos revestidos. Después
de lavar para quitar el resto de la muestra, se agrega el conjugado, si los
anticuerpos estan adheridos a los pozos, entonces el conjugado se une a estos
anticuerpos y después de otra serie de lavados, se agrega el cromdgeno
(tetrametilbencidina o TMB). Si el conjugado esta presente, la peroxidasa
catalizara una reaccidén que consume el perdxido y vira el cromégeno de claro
al azul. La adicién de la solucion de parada termina la reaccion y vira el color
azul a un color amarillo brillante. La reaccion se puede entonces leer

visualmente o con un lector de ELISA

b. Técnica

- Diluir el suero de los pacientes 1:64 con el buffer de dilucién (5 ul de suero
con 315 ul de buffer de dilucién).

- Colocar 100 ul (o dos gotas) del control negativo en el pocillo A1, 100 ul del
control positivo en el pocillo B1 y 100 ul del suero diluido de los pacientes
(1:64) en el resto de los pocillos.

- Incubar a temperatura ambiente (15 a 25°C) por 10 minutos.

- Lavar los pocillos 5 veces con 300 ul.

- Agregar 2 gotas del conjugado a cada pocillo

- Incubar a temperatura ambiente por 5 minutos.
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- Lavar los pocillos 5 veces con 300 ul.

- Agregar 2 gotas del cromdgeno a todos los pocillos.

- Incubar a temperatura ambiente por 5 minutos.

- Agregar 2 gotas de la solucion de parada y mezclar en un agitador para

microplacas.

c. Lectura de resultados
Con el lector de microplacas de Elisa leer con el filtro de 450 nm y con el filtro
diferencial de 650/620 nm.

d. Interpretacién de los resultados

Sensibilidad

La probabilidad de clasificar correctamente a los individuos cuyo estado real
sea el definido como reactivo respecto a la presencia de anticuerpos para E.
histolytica es de 92%.

Especificidad

La probabilidad de clasificar correctamente a los individuos cuyo estado real
sea el definido como no reactivo respecto a la presencia de anticuerpos para
E. histolytica es de 99%.

Patréon de referencia

De acuerdo a las condiciones existentes donde que se realizé la presente
investigacion, la alternativa diagnostica mas viable para estudiar la probable
presencia de anticuerpos para E. histolytica, fue el uso de las historias clinicas.
Reactivo: La absorbancia obtenida es mayor a 0.400 DO. El paciente esta
infectado por E. histolytica

No Reactivo: La absorbancia obtenida es menor a 0.400 DO. EI paciente no

presenta niveles detectables de anticuerpos contra E. histolytica

3.7. Delimitaciones de la investigacion

El presente estudio se realizé en pacientes de diferentes instituciones de salud
de Tarija (Hospital Regional San Juan de Dios, Seguro Social Universitario,

Hospital Obrero N° 6 y Prosalud) a partir de junio a septiembre de 2012. En un
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inicio la fase preparatoria comprendié los meses de marzo, abril y mayo de
2012, dando inicio al trabajo de campo en el mes de mayo, consecutivamente a
partir de junio hasta septiembre se obtuvo las muestras de diferentes
instituciones de salud ya antes citadas, todas las muestras obtenidas fueron
procesadas a partir del mes de junio hasta septiembre de 2012 en el laboratorio
de analisis clinico del Seguro Social Universitario. Consecutivamente el analisis
de la informacion comprendi6 los meses de septiembre y octubre, finalizando

con la presentacion del trabajo final en el mes de octubre 2012.

3.8. Cronograma de actividades

Fases de la investigacion | o | Abr | May | Jun | Jul |Ago|Sep |Oct
Fase Preparatoria

Etapa Reflexiva

Disefo del protocolo

Trabajo de campo

Acceso al campo

Recoleccion de datos

Fase analitica

Andlisis de la informacion

Fase informativa

Comunicacion de los
Resultados
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CAPITULO IV. PLAN DE ANALISIS DE LOS RESULTADOS
4.1. Presentacion de los resultados

Tabla N° 1 Distribucion de frecuencias de pacientes de diferentes
instituciones de salud en la ciudad de Tarija, segun edad. 2012

Fa?'ﬁg) Frecuencia || Porcentaje

3a23 || 30 | 341% |
24244 | 19 | 216% |
45265 | 26 | 295% |
e66a86 | 13 | 148% |
Total | 88 | 1000% |

De acuerdo a la Tabla N°1, la mayor cantidad de pacientes se encuentran en
los intervalos comprendidos entre 3 a 23 afos (34,1%) y 45 a 65 anos (30,7%).
Ver Grafica N°1

Grafica N° 1 Distribucion de frecuencias de pacientes de diferentes
instituciones de salud de Tarija, segun edad. 2012
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Tabla N° 2 Distribucion de frecuencias de pacientes de diferentes
instituciones de salud en la ciudad de Tarija, segun sexo. 2012

SEXO Frecuencia ||Porcentaje
MASCULINO 50 56,8%
FEMENINO 38 43,2%
Total 88 100,0%

De acuerdo a la Tabla N°2, la mayor cantidad de pacientes corresponden al
sexo masculino 50 individuos (56,8 %). Ver Grafica N°2

GRAFICA N°2

DISTRIBUCION DE FRECUENCIAS DE PACIENTES DE DIFERENTES INSTITUCIONES DE SALUD DE TARITA, SEGUN SEXO

43,2% FEMENINO

MASCULINO 56,8%

TN
SEXO
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Tabla N° 3 Distribucion de frecuencias de pacientes de diferentes
instituciones de salud en la ciudad de Tarija, segun procedencia. 2012

PROCEDENCIA | Frecuencia | Porcentaje
RURAL 15 17,0%
URBANO 73 83,0%
Total 88 100,0%

De acuerdo a la Tabla N°3, la mayor cantidad de pacientes provienen del

sector urbano (83 %). Ver Gréfica N°3

Grafico N° 3 Distribucion de frecuencias de pacientes de diferentes
instituciones de salud de Tarija, segun procedencia. 2012
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Tabla N° 4 Distribucion de frecuencias de pacientes de diferentes
instituciones de salud en la ciudad de Tarija, segun institucion de origen.

2012
INSTITUCION DE SALUD Frecuencia ||Porcentaje
HRSJDD 19 21,6%
SSuU 44 50,0%
HOSPITAL OBRERO N° 6 6 6,8%
PROSALUD 19 21,6%
Total 88 100,0%

De acuerdo a la Tabla N°4, la institucion con mayor cantidad de muestras
corresponde al Seguro Social Universitario con el 50 % del total de muestras
procesadas y en menor porcentaje el Hospital Obrero N°6 con 6,8 %. Ver
Grafica N° 4.

Grafica N° 4 Distribucion de frecuencias de pacientes de diferentes
instituciones de salud en la ciudad de Tarija, segun instituciéon de origen.
2012
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Tabla N° 5 Distribucion de frecuencias de pacientes de diferentes
instituciones de salud en la ciudad de Tarija, segun seroprevalencia de
anticuerpos para Entamoeba histolytica. 2012

PREEFSAADE Frecuencia|| Porcentaje | Int. Conf. 95 %
NO REACTIVA 53 60,2% 49,2%-70,2%
REACTIVA 35 39,8% 29,5%- 50,8%
TOTAL 88 100,0%

De acuerdo a la Tabla N°5, |a seroprevalencia de anticuerpos para Entamoeba
histolytica, determinada mediante la prueba enzimoinmunoenzimatica (ELISA)
en pacientes de diferentes instituciones de salud en la ciudad de Tarija
(HRSJDD, SSU, HOSPITAL OBRERO N°6 y PROSALUD) es de 39,8 %. Ver
Grafica N° 5

Grafico N°5 Distribucion de frecuencias de pacientes de diferentes
instituciones de salud en la ciudad de Tarija, segun seroprevalencia de
anticuerpos para Entamoeba histolytica. 2012
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Tabla N° 6 Distribucion de frecuencias de seroprevalencia de anticuerpos
para Entamoeba histolytica (ELISA) en pacientes de diferentes
instituciones de salud en la ciudad de Tarija, segun sexo. 2012

| ELISA Entamoeba histolytica |
| SEXO  |[REACTIVA||NO REACTIVA|TOTAL|

MASCULINO 25 25 >0
FEMENINO 10 28 38
TOTAL 35 53 88

95% Intervalo de
Confianza

| |Estimacion| L. Inferior]| L. Superior]

Odds Ratio (OR) 2,80 1,13 6,96

Razon de prevalencia (RP) 1,90 1,04 3,46

En el presente trabajo de investigacion se utilizaron las medidas de asociacion,
dado que nos indican la fuerza de asociacion entre dos variables. Las dos
medidas de asociacion que utilizamos mas frecuentemente son la razén de
prevalencia (RP) y la razén de productos cruzados, oportunidad relativa u odds
ratio (OR), siendo la interpretacion la siguiente:

RP u OR = 1: la exposicion no tiene asociacion con la enfermedad (es
indiferente)

RP u OR > a 1: la exposicion puede estar positivamente asociada a la
enfermedad (significa riesgo).

RP u OR < a 1: la exposicién puede estar negativamente asociada a la
enfermedad (significa proteccion).

En lo que se refiere a la relacion entre el resultado de la prueba de ELISA para

Entamoeba histolytica y el sexo, se puede evidenciar:
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Razoén de prevalencia
RP =1,90. (IC: 1,04 - 3,46)

La probabilidad de presentar un resultado reactivo de la prueba de Elisa para

Entamoeba histolytica es 1,90 veces mas en los varones en relacion a las
mujeres. Por lo que el ser vardn seria un factor de riesgo para la presencia de
Entamoeba histolytica mediante prueba de Elisa.

El intervalo de confianza encontrado no incluye entre sus valores limite el valor
menor a 1 (nulo), por lo tanto el ser varéon es verdaderamente un factor de
riesgo.

Odds ratio

OR =2,80(IC: 1,13 - 6,96)

La probabilidad de presentar un resultado reactivo de la prueba de Elisa para
Entamoeba histolytica es 2,80 veces mas en los varones en relacion a las
mujeres. Por lo que el ser vardn es un factor de riesgo para la presencia de
Entamoeba histolytica mediante prueba de Elisa.

El intervalo de confianza encontrado no incluye entre sus valores limite el valor
menor a 1 (nulo), por lo tanto el ser varéon es verdaderamente un factor de
riesgo.

Para determinar si existe una diferencia significativa en los resultados de la
prueba de Elisa para Entamoeba histolytica y el sexo, se utiliza el calculo de

chi- cuadrado, siendo para este caso:

TEST ESTADISTICO Chi cuadrado || pde 2 cola

Chi-cuadrado corregido (Yates) 4,1156 0,0424

En general mientras mas alto es el valor de chi—cuadrado (chi?=4.11), mayor es
la probabilidad de que exista una diferencia estadisticamente significativa entre
las dos variables relacionadas, siendo para este caso el resultado de la prueba
de ELISA para Entamoeba histolytica y el sexo. Para saber a ciencia cierta, se
analiza el valor de p=0.04 y dado que este valor es menor a 0,05 se puede
afirmar que la diferencia de los resultados de la prueba de Elisa para

Entamoeba histolytica segun sexo es estadisticamente significativa.
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Tabla N° 7 Distribucién de frecuencias de seroprevalencia de anticuerpos
para Entamoeba histolytica (ELISA) en pacientes de diferentes
instituciones de salud en la ciudad de Tarija, segun procedencia. 2012

\ ELISA Entamoeba histolytica \
PROCEDENCIA| REACTIVA|NO REACTIVA| TOTAL|

RURAL 8 7 15
URBANO 27 46 73
TOTAL 35 53 88

95% Intervalo de

Confianza
\ HEstimacic’)nH L. InferiorH L. Superior\
Odds ratio (OR) 1,95 0,63 5.96
Razon de prevalencia (RP) 1.44 0.82 2,52

De la relacion entre el resultado de la prueba de Elisa para Entamoeba

histolytica y el lugar de procedencia, se puede evidenciar lo siguiente:

Razoén de prevalencia
RP = 1,44 (IC: 0,82 - 2,52)

La probabilidad de presentar un resultado reactivo de la prueba de Elisa para

Entamoeba histolytica es 1,44 veces mas en personas del area rural en
comparacién con personas del area urbana; por lo que proceder del area rural
seria un factor de riesgo para la presencia de Entamoeba histolytica mediante
prueba de Elisa. El intervalo de confianza encontrado si incluye entre sus
valores limite el valor menor a 1 (nulo), por lo tanto el ser del area rural no es

un factor de riesgo significativo.
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Odds ratio

OR =1,95(IC: 0,63 - 5,96)

La probabilidad de presentar un resultado reactivo de la prueba de Elisa para
Entamoeba histolytica es 1,95 veces mas en personas del area rural en
comparacién con personas del area urbana, por lo que proceder del area rural
seria un factor de riesgo para la presencia de Entamoeba histolytica mediante
prueba de Elisa. El intervalo de confianza encontrado si incluye entre sus
valores limite el valor menor a 1 (nulo), por lo tanto el ser del area rural no es
un factor de riesgo significativo.

Para determinar si existe una diferencia significativa en los resultados de la
prueba de Elisa para Entamoeba histolytica y el lugar de procedencia, se utiliza

el calculo de chi- cuadrado, siendo para este caso:

TEST ESTADISTICO Chi cuadrado || p de 2 cola

Chi-cuadrado corregido (Yates) 0,7896 0,3742

Mientras més alto es el valor de chi — cuadrado chi?=0.78, mayor es la
probabilidad de que exista una diferencia estadisticamente significativa entre
las dos variables relacionadas. Para saber a ciencia cierta, se analiza el valor
de p=0.37 y dado que este valor es mayor a 0,05 se puede afirmar que la
diferencia entre los resultados de la prueba de Elisa para Entamoeba histolytica

segun procedencia no es estadisticamente significativa.
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Tabla N° 8 Distribucion de frecuencias de seroprevalencia de anticuerpos
para Entamoeba histolytica (ELISA) en pacientes de diferentes
instituciones de salud en la ciudad de Tarija, segun edad. 2012

EDAD || REACTIVA | NO REACTIVA | TOTAL
3a23 5 25 30
24 a 44 7 12 19
45 a 65 14 12 26
66 a 86 9 4 13
TOTAL 35 53 88

De la Tabla N° 8 se puede afirmar que el grupo de edad de pacientes donde

se presenta mayor cantidad de casos con serologia reactiva para Entamoeba

histolytica es de 45 a 65 afos con un porcentaje de 40,0 %, seguido del grupo
de edad de 66 a 86 afios con 25,7 %.

Tabla N° 9 Distribuciéon de frecuencias de seroprevalencia de anticuerpos

para Entamoeba histolytica (ELISA) en pacientes de diferentes

instituciones de salud en la ciudad de Tarija, segun grupos de edad 3 a 23

y 24 a 44 ainos.

ELISA Entamoeba histolytica

| EDAD | REACTIVA || NO REACTIVA | TOTAL |

3223 5 25 30
24 2 44 7 12 19
TOTAL 12 37 49
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95% Intervalo de
Confianza
\ HEstimacic’)nH L. InferiorH L. Superior\
Odds ratio (OR) 0.34 0.08 1.30
Razén de prevalencia (RP) 0.45 0.16 1.22

De la relacion entre el resultado de la prueba de Elisa para Entamoeba
histolytica y los grupos de edad (3 a 23 afos) y (24 a 44 afnos), se puede
evidenciar lo siguiente:

Razén de prevalencia

RP =0.45 (IC: 0.16 — 1.22)

La probabilidad en personas con edades entre 3 a 23 afios, de presentar un

resultado reactivo de la prueba de Elisa para Entamoeba histolytica es 0,45
veces, en comparacion con personas comprendidas entre 24 a 44 afios.

Por lo que tener entre 3 a 23 anos seria un factor de proteccion para la
presencia de Entamoeba histolytica mediante prueba de Elisa, El intervalo de
confianza encontrado si incluye entre sus valores limite el valor menor a 1

(nulo), por lo tanto tener entre 3 a 23 anos no es un factor de riesgo.

Odds ratio

OR =0.34 (IC: 0.08 — 1.30)

La probabilidad en personas con edades entre 3 a 23 afos, de presentar un
resultado reactivo de la prueba de Elisa para Entamoeba histolytica es 0,34
veces, en comparacion con personas comprendidas entre 24 a 44 anos.

Por lo que tener entre 3 a 23 anos seria un factor de proteccion para la
presencia de Entamoeba histolytica mediante prueba de Elisa. El intervalo de
confianza encontrado si incluye entre sus valores limite el valor menor a 1

(nulo), por lo tanto tener entre 3 a 23 afios no es un factor de riesgo.

Para determinar si existe una diferencia significativa en los resultados de la
prueba de Elisa para Entamoeba histolytica entre los grupos de edad 3 a 23
afnos y 24 a 44 afos, se utiliza el calculo de chi- cuadrado, siendo para este

caso:
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TEST ESTADISTICO Chi cuadrado || p de 2 cola
Chi-cuadrado corregido (Yates) 1.58 0.20

Mientras més alto es el valor de chi — cuadrado chi?’=1.58, mayor es la
probabilidad de que exista una diferencia estadisticamente significativa entre
las dos variables relacionadas. Para saber a ciencia cierta, se analiza el valor
de p=0.20 y dado que este valor es mayor a 0,05 se puede afirmar que la
diferencia entre los resultados de la prueba de Elisa para Entamoeba histolytica
entre los grupos de edad (3 a 23 afos) y (24 a 44 afos) no es estadisticamente

significativa.

Tabla N° 10 Distribucién de frecuencias de seroprevalencia de
anticuerpos para Entamoeba histolytica (ELISA) en pacientes de
diferentes instituciones de salud en la ciudad de Tarija, segin grupos de
edad 3 a 23 y 45 a 65 ainos.

\ ELISA Entamoeba histolytica |
| EDAD | REACTIVA || NO REACTIVA | TOTAL |

3223 5 25 30
45 2 65 14 12 26
TOTAL 19 37 56

95% Intervalo de
Confianza

| |Estimacion| L. Inferior| L. Superior]

Odds ratio (OR) 0.17 0.05 0.58

Razon de prevalencia (RP) 0.30 0.12 0.74
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De la relacion entre el resultado de la prueba de Elisa para Entamoeba
histolytica y los grupos de edad 3 a 23 afios y 45 a 65 anos, se puede

evidenciar lo siguiente:

Razoén de prevalencia
RP =0.30 (IC: 0.12 - 0.74)

La probabilidad en personas con edades entre 3 a 23 afos, de presentar un

resultado reactivo de la prueba de Elisa para Entamoeba histolytica es 0,30
veces, en comparacion con aquellas comprendidas entre 45 a 65 afnos.

Por lo que tener entre 3 a 23 anos seria un factor de proteccion para la
presencia de Entamoeba histolytica mediante prueba de Elisa. El intervalo de
confianza encontrado si incluye entre sus valores limite el valor menor a 1

(nulo), por lo tanto el tener entre 3 a 23 afnos no es un factor de riesgo.

Odds ratio

OR =0.17 (IC: 0.05-0.58)

La probabilidad en personas con edades entre 3 a 23 afios, de presentar un
resultado reactivo de la prueba de Elisa para Entamoeba histolytica es 0,17
veces, en comparacion con personas comprendidas entre 45 a 65 anos.

Por lo que tener entre 3 a 23 anos seria un factor de proteccion para la
presencia de Entamoeba histolytica mediante prueba de Elisa. El intervalo de
confianza encontrado si incluye entre sus valores limite el valor menor a 1

(nulo), por lo tanto el tener entre 3 a 23 afios no es un factor de riesgo.

Para determinar si existe una diferencia significativa en los resultados de la
prueba de Elisa para Entamoeba histolytica entre los grupos de edad 3 a 23 y

45 a 65, se utiliza el calculo de chi- cuadrado, siendo para este caso

TEST ESTADISTICO Chi cuadrado || pde 2 cola

Chi-cuadrado corregido (Yates) 7.0104 0.0081

Mientras mas alto es el valor de chi — cuadrado chi?’=7.01, mayor es la
probabilidad de que exista una diferencia estadisticamente significativa entre

las dos variables relacionadas. Para saber a ciencia cierta, se analiza el valor
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de p=0.008 y dado que este valor es menor a 0,05 se puede afirmar que la
diferencia entre los resultados de la prueba de Elisa para Entamoeba histolytica

entre los grupos de edad 3 a 23 y 45 a 65 es estadisticamente significativa.

Tabla N° 11 Distribucion de frecuencias de seroprevalencia de
anticuerpos para Entamoeba histolytica (ELISA) en pacientes de
diferentes instituciones de salud en la ciudad de Tarija, segun grupos de
edad 3 a 23y 66 a 86 anos.

| ELISA Entamoeba histolytica |
| EDAD || REACTIVA | NO REACTIVA | TOTAL |

3a23 5 25 30
66 a 86 9 4 13
TOTAL 14 29 43

95% Intervalo de
Confianza

\ HEstimacic’)nH L. InferiorH L. Superior\

Odds ratio (OR) 0.09 0.02 0.41

Razon de prevalencia (RP) 0.24 0.10 0.58

De la relacion entre el resultado de la prueba de Elisa para Entamoeba
histolytica y los grupos de edad 3 a 23 afios y 66 a 86 anos, se puede

evidenciar lo siguiente:

Razoén de prevalencia
RP =0.24 (IC: 0.10 a 0.58)

La probabilidad en personas con edades entre 3 a 23 afos, de presentar un

resultado reactivo de la prueba de Elisa para Entamoeba histolytica es 0,24

veces, en comparacion con personas comprendidas entre 66 a 86 afos.
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Por lo que tener entre 3 a 23 anos seria un factor de proteccion para la
presencia de Entamoeba histolytica mediante prueba de Elisa. El intervalo de
confianza encontrado si incluye entre sus valores limite el valor menor a 1

(nulo), por lo tanto el tener entre 3 a 23 afios no es un factor de riesgo.

Odds ratio

OR =0.09 (IC: 0.02 - 0.41)

La probabilidad en personas con edades entre 3 a 23 afos, de presentar un
resultado reactivo de la prueba de Elisa para Entamoeba histolytica es 0.09
veces, en comparacion con personas comprendidas entre 45 a 65 afnos.

Por lo que tener entre 3 a 23 anos seria un factor de proteccion para la
presencia de Entamoeba histolytica mediante prueba de Elisa. El intervalo de
confianza encontrado si incluye entre sus valores limite el valor menor a 1
(nulo), por lo tanto el tener entre 3 a 23 afnos no es un factor de riesgo.

Para determinar si existe una diferencia significativa en los resultados de la
prueba de Elisa para Entamoeba histolytica entre los grupos de edad 3 a 23 y

66 a 86, se utiliza el calculo de chi-cuadrado, siendo para este caso:

TEST ESTADISTICO Chi cuadrado || pde 2 cola

Chi-cuadrado corregido (Yates) 9.1443 0.0025

Mientras més alto es el valor de chi — cuadrado chi?’=9.14, mayor es la
probabilidad de que exista una diferencia estadisticamente significativa entre
las dos variables relacionadas. Para saber a ciencia cierta, se analiza el valor
de p=0.002 y dado que este valor es menor a 0,05 se puede afirmar que la
diferencia entre los resultados de la prueba de Elisa para Entamoeba histolytica

entre los grupos de edad 3 a 23 y 66 a 86 es estadisticamente significativa.

Por lo encontrado, podemos indicar de manera general que tener entre 3 a 23
afos de edad es un factor de proteccidén para la presencia de Entamoeba
histolytica mediante la prueba de ELISA en comparacion con las personas de

mas edad.
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N° 12 Distribucion de frecuencias de seroprevalencia de anticuerpos para
Entamoeba histolytica (ELISA) en pacientes de diferentes instituciones de
salud en la ciudad de Tarija, segun institucién de origen. 2012

| ELISA |
INSTITUCION DE SALUD|REACTIVA|NO REACTIVA|TOTAL)
IHRSJDD | 6 I 13 | 19 |
'Ssu I 14 | 30 | 44 |
IHOSPITAL OBRERO N° 6| 6 | 0 | 6 |
IPROSALUD | 9 | 10 19 |
TOTAL | 35 | 53 | 88 |

De la Tabla N°9 se puede establecer que de las 6 muestras provenientes del
Hospital obrero N° 6 el 100 % son reactivas a la prueba de ELISA, asimismo el
47,4 % de las muestras de PROSALUD presentan seroprevalencia reactiva de

anticuerpos para Entamoeba histolytica.

N° 13 Distribucion de frecuencias de seroprevalencia de anticuerpos para
Entamoeba histolytica (ELISA) en pacientes del HRSJDD y SSU en la
ciudad de Tarija. 2012

| ELISA Entamoeba histolytica |
INSTITUCION
DE SALUD REACTIVA | NO REACTIVA | TOTAL
HRSJDD 6 13 19
SSU 14 30 44
TOTAL 20 43 63

95% Intervalo de
Confianza

HEstimacic’)nH L. InferiorH L. Superior\
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Odds ratio (OR) 0.99 0.31 3.14

Razén de prevalencia (RP) 0.99 0.45 2.19

De la relacion entre el resultado de la prueba de Elisa para Entamoeba
histolytica y las instituciones de salud HRSJDD y SSU, se puede evidenciar lo
siguiente:

Razén de prevalencia

RP =0.99 (IC: 0.45 - 2.19)

La probabilidad en pacientes del HRSJDD, de presentar un resultado reactivo

de la prueba de Elisa para Entamoeba histolytica es 0.99 veces mas, en
comparacioén con pacientes del SSU.

Por lo que ser paciente del HRSJDD seria un factor de proteccion para la
presencia de Entamoeba histolytica mediante prueba de Elisa. El intervalo de
confianza encontrado si incluye entre sus valores limite el valor menor a 1
(nulo), por lo tanto ser del HRSJDD no es un factor de riesgo.

Odds ratio

OR =0.99 (IC: 0.31 — 3.14)

La probabilidad en pacientes del HRSJDD, de presentar un resultado reactivo
de la prueba de Elisa para Entamoeba histolytica es 0.99 veces mas, en
comparacioén con pacientes del SSU.

Por lo que ser paciente del HRSJDD seria un factor de proteccion para la
presencia de Entamoeba histolytica mediante prueba de Elisa. El intervalo de
confianza encontrado si incluye entre sus valores limite el valor menor a 1

(nulo), por lo tanto ser del HRSJDD no es un factor de riesgo.

Para determinar si existe una diferencia significativa en los resultados de la
prueba de Elisa para Entamoeba histolytica entre HRSJDD y SSU, se utiliza el

calculo de chi- cuadrado, siendo para este caso:

TEST ESTADISTICO Chi cuadrado || p de 2 cola

Chi-cuadrado corregido (Yates) 0.0763 0.7824
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Mientras méas alto es el valor de chi—cuadrado chi?=0.07, mayor es la
probabilidad de que exista una diferencia estadisticamente significativa entre
las dos variables relacionadas. Para saber a ciencia cierta, se analiza el valor
de p=0.78 y dado que este valor es mayor a 0,05 se puede afirmar que la
diferencia entre los resultados de la prueba de Elisa para Entamoeba histolytica

entre el HRSJDD y el SSU no es estadisticamente significativa.

N° 14 Distribucion de frecuencias de seroprevalencia de anticuerpos para
Entamoeba histolytica (ELISA) en pacientes del HRSJDD y PROSALUD en
la ciudad de Tarija. 2012

| ELISA Entamoeba histolytica |
INSTITUCION DE NO

SALUD REACTIVA| ocacTtiva [TOTAL
HRSJDD 6 13 19
PROSALUD 9 10 19
TOTAL 15 23 38

95% Intervalo de
Confianza

| |Estimacion| L. Inferior| L. Superior]

Odds ratio (OR) 0.51 0.14 1.92

Razon de prevalencia (RP) 0.71 0.34 1.45

De la relacion entre el resultado de la prueba de Elisa para Entamoeba
histolytica y las instituciones de salud HRSJDD y PROSALUD, se puede

evidenciar lo siguiente:

Razon de prevalencia
RP =0.71 (IC: 0.34 — 1.45)
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La probabilidad en pacientes del HRSJDD, de presentar un resultado reactivo
de la prueba de Elisa para Entamoeba histolytica es 0,71 veces mas, en
comparacioén con pacientes de Prosalud.

Por lo que ser paciente del HRSJDD seria un factor de proteccion para la
presencia de Entamoeba histolytica mediante prueba de Elisa. El intervalo de
confianza encontrado si incluye entre sus valores limite el valor menor a 1

(nulo), por lo tanto ser del HRSJDD no es un factor de riesgo.

Odds ratio

OR =0.51(0.14 - 1.92)

La probabilidad en pacientes del HRSJDD, de presentar un resultado reactivo
de la prueba de Elisa para Entamoeba histolytica es 0.51 veces mas, en
comparacion con pacientes de Prosalud.

Por lo que ser paciente del HRSJDD seria un factor de proteccion para la
presencia de Entamoeba histolytica mediante prueba de Elisa. El intervalo de
confianza encontrado si incluye entre sus valores limite el valor menor a 1
(nulo), por lo tanto ser del HRSJDD no es un factor de riesgo.

Para determinar si existe una diferencia significativa, en los resultados de la
prueba de Elisa para Entamoeba histolytica entre el HRSJDD y PROSALUD, se

utiliza el calculo de chi- cuadrado, siendo para este caso:

TEST ESTADISTICO Chi cuadrado || p de 2 cola

Chi-cuadrado corregido (Yates) 0.4406 0.5068

Mientras mas alto es el valor de chi-cuadrado chi’>=0.44, mayor es la
probabilidad de que exista una diferencia estadisticamente significativa entre
las dos variables relacionadas. Para saber a ciencia cierta, se analiza el valor
de p=0.50 y dado que este valor es mayor a 0,05 se puede afirmar que la
diferencia entre los resultados de la prueba de Elisa para Entamoeba histolytica
entre el HRSJDD y el PROSALUD no es estadisticamente significativa.

CAPITULO V. CONCLUSIONES
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5.1. Conclusiones

La prevalencia de Entamoeba histolytica determinada por la prueba
enzimoinmunoenzimatica (ELISA) en 88 pacientes de diferentes instituciones
de salud de la ciudad de Tarija, fue del 39.8%, detectandose la presencia de
anticuerpos para Entamoeba histolytica en 35 pacientes, este resultado es
mayor que la prevalencia reportada por el INLASA para la ciudad de Tarija que

fue de 22.9% para el complejo Entamoeba histolytica/dispar.

En relacion al sexo de los 88 individuos estudiados, 50 pertenecen al sexo
masculino y 38 al sexo femenino; de los 35 pacientes (39.8%) que resultaron
positivos para Entamoeba histolytica mediante Elisa, 25 (71.4%) pertenecen a
individuos del sexo masculino y 10 (28.6%) al sexo femenino. La probabilidad
de presentar un resultado reactivo de la prueba de Elisa para Entamoeba
histolytica es 1,90 (RP = 1,90. IC: 1,04 - 3,46) veces mas en los varones en
relacion a las mujeres. Por lo que ser vardn seria un factor de riesgo para la
presencia de Entamoeba histolytica mediante prueba de Elisa. Dado que el
valor de p (p=0,04) es menor a 0,05 se puede determinar que la diferencia de
los resultados de la prueba de Elisa para Entamoeba histolytica segun sexo es

estadisticamente significativa.

Con respecto a la procedencia de los 88 individuos estudiados, 15 pertenecen
al area rural y 73 al area urbana, de los 35 pacientes (39.8%) que resultaron
positivos para Entamoeba histolytica mediante ELISA, 8 (22.9%) pertenecen a
individuos procedentes del area rural y 27 (77.1%) del area urbana. La
probabilidad de presentar un resultado reactivo de la prueba de Elisa para
Entamoeba histolytica es 1,44 (RP=1.44 IC: 0,82 - 2,52) veces mas en
personas del area rural en comparacion con personas del area urbana, por lo
que proceder del area rural seria un factor de riesgo para la presencia de
Entamoeba histolytica mediante prueba de Elisa. Dado que el valor de p
(p=0,37) es mayor a 0,05 se puede afirmar que la diferencia entre los
resultados de la prueba de Elisa para Entamoeba histolytica segun procedencia

no es estadisticamente significativa.
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El intervalo de edad donde se presenta mayor cantidad de casos con serologia
reactiva para Entamoeba histolytica es de 45 a 65 afos con 14 individuos (40
%), seguido del grupo de edad de 66 a 86 afos con 9 individuos (25,7 %).
Ademas, podemos indicar que tener entre 3 a 23 anos de edad es un factor de
proteccion para la presencia de Entamoeba histolytica mediante la prueba de
ELISA en comparacion con las personas de mas edad, por lo tanto tener entre

3 a 23 afos no es un factor de riesgo.

De la relacion del resultado de la prueba de Elisa para Entamoeba histolytica
entre las instituciones de salud HRSJDD, SSU y PROSALUD, se puede
evidenciar que ser paciente del HRSJDD seria un factor de proteccién para la
presencia de Entamoeba histolytica mediante prueba de Elisa, y no un factor de

riesgo.

CAPITULO VI. RECOMENDACIONES

6.1. Recomendaciones

Es necesario que los responsables del laboratorio clinico se percaten, faculten
y persuadan al personal operativo para identificar las verdaderas infecciones
por Entamoeba histolytica. Este trabajo quiere motivar e incitar a conocer de
manera mas cercana los datos epidemiologicos en diferentes instituciones de
salud en la ciudad de Tarija en la actualidad. Toda esta informacion viene al
caso pues el examen coproparasitolégico es un andlisis de laboratorio que se
solicita en forma muy frecuente y general, no sélo cuando se sospecha de una
infeccidon por Entamoeba histolytica, sino por un sin numero de razones con el
fin de conocer el estado general de salud. Esta investigacion intenta sensibilizar
al personal del laboratorio clinico, a nivel operativo, de su trascendente papel
en la salud.

Por ultimo, dada la importancia reconocida de la amebiasis como la tercera
parasitosis causante de muerte en el mundo, es necesario intensificar la
investigacion tanto clinica como basica, pues al tiempo que se necesita

conocer la realidad de la seroprevalencia para Entamoeba histolytica.
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Con los resultados obtenidos en este trabajo se puede decir que la prueba de
Elisa para Entamoeba histolytica es una herramienta necesaria y de gran valor
para el diagndstico de la amibiasis, y que debe ser incluida para el diagnéstico
de la infeccién por Entamoeba histolytica pues le permite al clinico identificar
las verdaderas infecciones por Entamoeba histolytica y realizar el tratamiento
adecuado, que va a favor trascendente en la salud del individuo y Ia

comunidad.
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ANEXO N° 1

GUIA DE OBSERVACION
Paciente NO: o
FeCha:
Procedencia: Urbano Rural
Edad €N aloS: ..o,
Sexo: Masculino Femenino
Detalle Establecido en el Diagnéstico Sl NO OBS

Datos clinicos de colon irritable

Diarreas cronicas

Antecedentes de diarrea disenteriforme

Pérdida de peso

Antecedentes de amebiasis previa, intestinal
y extraintestinal

EDA (Enfermedad diarreica aguda)

Otros

Resultado analitico de la prueba de Elisa para Entamoeba histolytica:

Reactivo No reactivo




Anexo N° 2 HOJA DE REGISTRO

N2 EDAD SEXO PROCEDENCIA DETALLE ESTABLECIDO EN DIAGNOSTICO RESULTADO DE LA PRUEBA | INSTITUCION

PACIENTE | en afios DE ELISA DE SALUD
M F U R Cl DC | ADD | PP |AAPIE| EDA [OTROS| REACTIVO ([NO REACTIVO

1 56 X X X X X HRSJDD

2 56 X X X X X CNS

3 67 X X X X X SSU

4 52 X X X X X SSU

5 83 X X X X X X SSU

6 42 X X X X X SSU

7 63 X X X X X SSU

8 22 X X X X X SSU

9 73 X X X X X SSU

10 37 X X X SSU

11 84 X X X X CNS

12 76 X X X X X X CNS

13 56 X X X X X CNS

14 52 X X X X SSU

15 65 X X X X X SSU

16 53 X X X X X CNS

17 46 X X X X PROSALUD

18 28 X X X X PROSALUD

19 37 X X X X X PROSALUD

20 5 X X X X PROSALUD




21 78 X X PROSALUD
22 8 X X X X PROSALUD
23 62 X X X PROSALUD
24 8 X X X PROSALUD
25 27 X X PROSALUD
26 54 X X X X SSU

27 34 X X PROSALUD
28 11 X X X HRSIDD
29 6 X X X HRSIDD
30 44 X X X HRSIDD
31 24 X X HRSJIDD
32 13 X X HRSIDD
33 10 X X HRSJDD
34 4 X X HRSIDD
35 15 X X X X HRSJDD
36 10 X X HRSIDD
37 26 X X X HRSJDD
38 36 X HRSIDD
39 3 X X X HRSJDD
40 17 X X X X HRSJDD
41 55 X X X X X SSU

42 83 X X X X SSU

43 10 X X X X SSU

44 5 X X X X SSU

45 33 X X X X SSU




SSU

SSU

SSU

SSU

SSU

SSU

SSU

SSU

SSU

SSU

SSU

SSU
PROSALUD

SSU

SSU

SSU

SSU

SSU

SSU

SSU

SSU

SSU
PROSALUD
PROSALUD
PROSALUD

59
46

55

10
36

16
10
10

45

11
41

59
40

38
50
81

59
10
65

69
48

15

46

47

48

49

50
51

52
53
54

55
56
57
58
59
60
61

62

63

64
65

66
67

68
69
70




71 39 X X X X PROSALUD
72 78 X X X X X SSU

73 15 X X X X SSU

74 20 X X X X SSU

75 61 X X X SSU

76 76 X X X X X CNS

77 63 X X X X HRSJDD
78 59 X X X X X SSU

79 54 X X X X SSU

80 36 X X X X PROSALUD
81 18 X X X X SSU

82 72 X X X X X HRSIDD
83 56 X X X HRSJDD
84 59 X X X X PROSALUD
85 4 X X X HRSJDD
86 27 X X X X PROSALUD
87 19 X X X X HRSJDD
88 40 X X X X PROSALUD

Cl: Colon irritable

DC: Diarreas croénicas

ADD: Antecedentes de diarrea disenteriforme

PP: Perdida de peso

AAPIE: Antecedentes de amebiasis previa, intestinal y/o extraintestinal
EDA: Enfermedad diarreica aguda

OTROS: Dolor abdominal, Reaccion de Widal
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