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RESUMEN

Introduccion. Existen dos amebas, morfoldgica-
mente idénticas, cuyas diferencias determinan
que una de ellas, Entamoeba histolytica, pueda ser
patégena. La otra, Entamoeba dispar, es inocua.
Surgié la presuncion de que casos tratados como
amebiasis, no lo fueran.

Objetivo. Identificar E. histolytica en nifios con
disenterfas supuestamente amebianas.
Meétodos. Estudio transversal y observacional
realizado en Santa Fe, entre marzo de 2005 y no-
viembre de 2007. En nifios de 2 meses a 15 afios
con disenterfa y exdmenes directos con E. his-
tolytica/dispar, se realiz6 ELISA para detectar la
adhesina de E. histolytica (adhesina Eh) en heces.
Se efectuaron coloraciones para amebas, copro-
cultivos y se registraron datos clinicos.
Resultados. De 75 casos estudiados, 35 fueron
varones y 40 mujeres, con edad (mediana) de 3
afios. Todos presentaron diarreas agudas conleu-
cocitos; 73% en sangre visible microcépicamente
y 27% en el estudio microscépico.

Tuvieron adhesina Eh positiva, 21. En 3 de ellos
se detectaron trofozoitos hemat6fagos.

Se realizaron 15 coprocultivos, en 5 desarrollé
S. flexneri de tipo S2. Otros parasitos: 6 (Blasto-
cystis homini 5).

Tuvieron adhesina Eh negativa, 54. E1 19% de
las coloraciones demostré E. dispar.
A44selesrealizaron coprocultivos; desarrollaron
bacterias invasivas 12 casos: S. flexneri de tipo S2
(13), Shigella sp (1), C. jejuni (5), otros (3). Otros
pardsitos: 12 (Blastocystis hominis 9).
Conclusion. En este grupo de nifios con “disen-
terfas amebianas”, en la mitad de los casos se
identificaron bacteriasinvasivasy séloen el 28%
se detectd E. histolytica en heces, con lo cual ca-
bria esperar una prevalencia de 18-38% de casos
positivos en la poblacién [IC 95% (0,179; 0,381)].
Palabras clave: amebiasis, diagndstico diferencial,
disenteria bacilar.

SUMMARY

Introduction. There are morphologically iden-
tical amebaes, but with differences that can dis-
tinguish them; one as pathogenic: Entamoeba
histolytica, and the other: Entamoeba dispar, as in-
offensive. That brought the new hypothesis that
many of the cases treated as amebiasis, weren’tso.
Objective. To identify E. hystolitica in patients
with dysentery, supposed to be caused by
amebae.

Methods. Transversal and observational study
performed between March 2005 and November
2007 in the city of Santa Fe, Argentina.

Stools from children aged 2 months to 15 years-
old with dysentery and direct exams with E. hys-
tolitica/dispar, were studied with ELISA to detect
the adhesin of E. histolytica (adhesin Eh). Perma-
nentstains foramebae were done as well as stool
cultures. Clinical data were charted.

Results. 75 children were studied; 35 were male
and 40, female, with a median age of 3 years-old.
All of them presented diarrhea with leucocyte,
73% macroscopic blood on stool and 27% detec-
table on the microscope.

Elisa Eh was positive in 21; 3 cases had hema-
tophagous trophozoites.

In15stool cultures were found: S. flexneriS2 type
in5 cases. Other parasites: 6 (Blastocystis homini5).
In 54 adhesin Eh was negative, 19% of the coulo-
uring detected E. dispar.

From 44 stool cultures: S. flexneri S2 type was de-
tected in 13, Shigella sp in 1, C jejuni 5, other: 3.
Other parasites: 12 (Blastocystis homini 9).
Conclusion. In this group of children with “ame-
bic dysentery”, half of them developed invasi-
ve bacteriae and only 28% had E. histolytica on
stools; that means that the prevalence of positi-
ve cases in the population could be 18% to 38%
[CI95% (0.179; 0.381)].

Key words: amebiasis, differential diagnosis, baci-
lar dysentery.

INTRODUCCION

En la region centro-norte de la pro-
vincia de Santa Fe es frecuente encon-
trar informes parasitolégicos positivos
para Entamoeba histolytica en nifios con
disenterfa.'* All{, pacientes con dia-
rreas sanguinolentas reciben metro-
nidazol (aun sin determinaciones de
laboratorio), porque se presume que
tienen alta posibilidad de padecer una
enfermedad amebiana por la zona en
la que habitan.

En otras regiones del pais también
se identificé a E. histolytica como el pa-
tégeno mads frecuente en pacientes con
diarreas mucosanguinolentas, muchas
veces, asociado a Shigella spp.>*

Los diagnésticos de amebiasis in-



testinal se realizan, habitualmente, con los mis-
mos criterios morfolégicos vigentes hasta fines
del siglo XX, a pesar de que han perdido validez
desde que se comprobé que existen dos especies
de amebas. Estas resultan idénticas al microsco-
pio, pero poseen diferencias bioquimicas, genéti-
cas e inmunolégicas que determinan que una, E.
histolytica, pueda comportarse como patogena, y
la otra, Entamoeba dispar, sea inofensiva.”'

Estas amebas pueden diferenciarse mediante:
a) la observacion, en un examen directo, de la ca-
pacidad que tienen los trofozoitos de E. histolytica
para fagocitar hematies; b) los cultivos con ané-
lisis de zimodemos; c) la deteccion de material
genético por medio de la prueba de reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR)" % y d) la pesquisa
en muestras fecales de una enzima especifica de
E. histolytica, 1a galactosa-adhesina, mediante una
prueba de inmunoanalisis (ELISA).

Se plante¢ la hipétesis de que, en nuestra re-
gion, era probable que muchos de los casos tra-
tados como disenterfas amebianas no lo fueran.
Entonces, el objetivo fue precisar el diagndstico
de E. histolytica mediante la deteccién de adhesi-
na en heces y determinar su frecuencia en nifios
con diagndstico previo, por observacién micros-
copica, de disenterfas amebianas.

MATERIAL Y METODOS

Estudio observacional, descriptivo y transversal.

La poblacién a estudiar estuvo constituida por
pacientes de 2 meses a 15 afios de edad, sin pa-
tologfas graves asociadas, que consultaron en el
Hospital de Nifios “Dr. Orlando Alassia” de Santa
Fe (Argentina), con diagndstico de disenteria y la
presencia de Entamoeba histolytica en un examen
parasitoldgico fecal directo, realizado en el labo-
ratorio del Hospital o en laboratorios privados de
la ciudad de Santa Fe.

Criterios de inclusién: nifios mayores de 2 me-
ses y menores de 15 afios con diarrea con sangre
macroscdpica o microscopica e informe parasito-
l6gico directo positivo para E. histolytica/dispar y
resultado del E. histolytica test 11.

Criterios de exclusion: tratamientos previos
con amebicidas, enfermedad grave asociada.

En fichas individuales se registraron los si-
guientes datos: edad, sexo, domicilio, fiebre, san-
gre en heces, leucocitos fecales, vémitos, dolor
abdominal, pardsitos asociados, enterobacterias
y ELISA para adhesina de E. histolytica (E. histo-
Iytica test II).

Definicién de términos: Disenterfa: diarrea
con sangre macroscopica o en examen microsco-
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pico (Modificado de: Disenteria. Didlogo sobre
la diarrea. N° 48 Oct-Dic 1994. AHRTAG, CID,
OPS/OMS). Fiebre: temperatura axilar mayor
de 37,2 °C. Diarrea aguda: menor de siete dias
de evolucion. Enfermedad grave asociada: des-
nutricién grave, neumonta, sepsis, enfermedad
intestinal inflamatoria, invaginacién intestinal,
fibrosis quistica de pédncreas, infeccién del siste-
ma nervioso central, trastornos de la coagulacion,
inmunosupresion.

Los pacientes fueron captados por los investi-
gadores, en el Servicio de Guardia, cuatro dias por
semana. De cada paciente se recogié una mues-
tra de materia fecal, que se dividi6 en tres partes.

Una parte fue guardada a menos 20 °C para in-
vestigar la existencia de la enzima adhesina de E.
histolytica (las adhesinas se degradan si la mues-
tra se almacena a temperatura ambiente). Su pre-
sencia se demostro a través de un inmunoanadlisis
enzimatico, “Entamoeba histolytica II”, realizado de
acuerdo al procedimiento indicado por el fabri-
cante, (TechLab® Blacksburg, VA 24060 EE.UU.).
Los resultados se interpretaron visualmente, en
los casos positivos el desarrollo de color confirmé
la presencia de los complejos enzima-antigeno-
anticuerpo. Fueron comparados con pocillos de
control, tanto positivos como negativos. Cuan-
do en una reaccién negativa, con el microscopio
se vieron quistes y /o trofozoitos de E. histolytica/
dispar, se consideraron como E. dispar.

Otra parte de la materia fecal se colocé en so-
lucién acética formolada para realizar un nuevo
examen parasitolégico. Para visualizar amebas
se realizaron exdmenes con tionina o lugol y con
coloraciones permanentes, hematoxilina-eosina o
tricromica de Wheatley. También se investigo la
presencia de otros protozoarios y de helmintos.

La tercera parte de la muestra fecal se utiliz6
para coprocultivo. Se cultivé en agar-Mc-Conkey-
sorbitol y en agar-Salmonella-Shigella incubados 18-
24 h, a 37 °C. La identificacién de Salmonella spp. y
Shigella spp. se realizé mediante pruebas conven-
cionales y la caracterizacién serolégica con sueros
polivalentes (Administracién Nacional de Labo-
ratorios e Institutos de Salud “Dr. Carlos G. Mal-
bran”). Para Campylobacter sp se emple6 medio de
Skirrow modificado, en microaerofilia a 42 °C du-
rante 24-48 h, para la generacion de la atmdsfera se
emple6 una mezcla de gases (nitrégeno 85%, didxi-
do de carbono 10% y oxigeno 5%) en jarras anaeré-
bicas. Se realizaron reacciones de catalasa, oxidasa,
hidroélisis de hipurato y examen microscépico.

Anadlisis estadistico: se realizaron comparacio-
nes de proporciones entre algunos grupos me-
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diante la prueba de y? o exacta de Fisher, segun
correspondiera. En todos los casos, se adopté un
nivel de significaciéon a= 0,05. Los programas em-
pleados fueron el SPSS 17.0 y Epi-info 6.0.

RESULTADOS

Entre marzo de 2005 y noviembre de 2007,
del total de 1.210 pacientes que consultaron en la
guardia del Hospital por disenterfa, 181 tuvieron
diagndstico presuntivo de disenterfa amebiana
(Departamento de Estadistica del Hospital), 89 de
ellos fueron captados por los investigadores para
recolectar una nueva muestra fecal. De estas, 14
fueron desechadas por dudas sobre la temperatu-
ra de almacenamiento del espécimen. La muestra
estuvo constituida por 75 pacientes.

Del total de casos estudiados, 35 fueron va-
rones y 40 mujeres, con un intervalo etario de 4
meses a 14 afios y una edad promedio (mediana)
de 3 afios.

Todos presentaron diarreas agudas, el 72%
con menos de 3 dias de evolucién. En 42 de 73
pacientes se constataron vémitos (en 2 no se re-
gistré la existencia del sintoma). En 57 de 62 hu-
bo dolor abdominal y en 13 lactantes no se pudo
precisar el sintoma. En 58 de 73 se constaté fie-
bre (en 2 no se registré el sintoma). En 55 de 75
se observo, macroscépicamente, sangre en heces
(73%) y en 20 se identificaron hematies al exa-
men microscépico (27%). En todas las muestras
fecales hubo leucocitos.

En la comparacién de los datos clinicos comu-
nicados para los grupos adhesina Eh positiva y
negativa, no se encontraron diferencias estadis-
ticamente significativas entre los distintos sinto-
mas (Tabla 1).

Resultados de la prueba de adhesina

De los 75 casos, sélo 28% tuvieron la prueba
para E. histolytica positiva (adhesina Eh positiva),
con lo cual cabria esperar una prevalencia entre

TaBLA 1. Sintomas en nifios con disenteria segiin la
presencia de Entamoeba histolytica (n=75)

Sintomas Adhesina + Adhesina -
n2l n 54
si sindatos si sindatos p
Voémitos 11 0 31 2 0,5713
Dolor abdominal 17 2 40 11 0,6376
Sangre macro 17 0 38 0 0,3521
Fiebre 14 0 44 2 0,1123

el 18% y el 38% de casos positivos en la poblacién
(IC 95%: 0,179-0,381).

Entre los casos adhesina Eh positiva se reali-
zaron coloraciones permanentes a todos (n: 21) y
en 10 (47,61%) se confirmé E. histolytica, 8 fueron
trofozoitos y 2 quistes.

En tres nifios se diagnosticaron trofozoitos he-
matdfagos, 2 en el examen directo y 1 con colora-
cién permanente. S6lo en uno se hall6 E histolytica
exclusivamente; en otro, se asocié con Giardia lam-
blia y en el restante, con Shigella flexneri de tipo S2.

Se realizaron coprocultivos en 15 casos (en 6,
la muestra no fue enviada para cultivo). En 5, de-
sarroll6 Shigella flexneri de tipo S2; en 1, Escherichia
coli enteropatégena (EPEC) y en 9, no se encontra-
ron bacterias invasivas.

Se identificaron pardsitos asociados en seis ca-
sos: Blastocystis hominis (5) y Giardia lamblia (1).

En los 54 casos del grupo adhesina Eh negativa
se realizaron coloraciones permanentes a 48 de
ellos; en 6 casos, las muestras no se conservaron
en forma correcta para realizar las coloraciones.

Se identific6 Entamoeba histolytica/dispar en 9
(19%) de los preparados (6 trofozoitos y 3 quistes).

Se encontraron pardsitos asociados en 12 ca-
sos: B. hominis (9); Ascaris lumbricoides (1); Hyme-
nolepis nana (1) y Entamoeba hartmani (1).

Se obtuvieron coprocultivos en 44 de los 54 ca-
sos mencionados (en 10 casos no fue conservada
la muestra para efectuar cultivo bacteriano).

En los cultivos de 22 de los 44 nifios estudia-
dos hubo desarrollo de enterobacterias invasivas:
Shigella flexneri de tipo S2 (13); Shigella sp (1); Cam-
pylobacter jejuni (5); Salmonella thiphymurium (1);
Salmonella sp (1); y ECEP (1).

En un paciente se diagnosticé: “trofozoitos he-
matofagos” en el examen directo de materia fecal,
pero no se encontraron amebas con las coloracio-
nes, la adhesiva fue negativa y desarroll6 Shigella
flexneri de tipo S2 en el cultivo.

Del total de 75 pacientes con presuntas di-
senterfas amebianas, en 79% se completaron co-
procultivos y en 47,5% de ellos se identificaron
bacterias invasivas, de las cuales, Shigella spp. fue
la més frecuente (34%).

DISCUSION

Hasta ahora, se ha considerado que la amebia-
sis intestinal invasiva es frecuente en la Region
centro-norte de la Provincia de Santa Fe. Esta re-
gién incluye a los departamentos de los nodos de
Salud: Rafaela, Reconquista y Santa Fe. Habitan
alrededor de 1.300.000 personas, de las cuales 18%
no poseen cafierias de agua potable en sus casas



y 19% no tienen retretes con descarga, segtin da-
tos del IPEC (Instituto Provincial de Estadistica y
Censos) estimados al 30 de junio de 2007.

Estudios realizados en otros pafses demostraron
que, en zonas con alta prevalencia de amebiasis,
la mayorfa de los individuos parasitados son por-
tadores asintomaticos de E. histolytica y de E. dis-
par.!**! La capacidad de E. histolytica para provocar
disenteria e infecciones extraintestinales es recono-
cida, pero en la mayoria de los casos las infecciones
por este protozoario son asintomadticas.”?

Para ejercer su patogenia, los trofozoitos de la
ameba patégena se adhieren a las células del co-
lon por medio de una proteina de superficie, la
lectina de adhesién de galactosa llamada adhe-
sina, para luego liberar enzimas que causan da-
fio tisular. Petri y col. (1987) lograron, mediante
anticuerpos monoclonales, aislar la lectina capaz
de ser inhibida por la galactosa de E. histolyticay,
de este modo, diferenciar la de E. dispar, incapaz
de producirla.” Este tipo de prueba, al ser com-
parada con cultivos amebianos y con andlisis de
zimodemos, demostré una sensibilidad de 96,9%
y una especificidad de 100%, con valor predictivo
positivo de 100% y negativo del 96,8%.%*

La observacién microscépica de la materia fe-
cal es el examen mds empleado para el diagnos-
tico de la amebiasis intestinal. Cuando en una
muestra diluida con solucién fisiolégica se iden-
tifica un trofozoito que forma seud6épodos con ra-
pidez, se mueve en una direccién y tiene hematies
en su citoplasma, puede afirmarse que se trata de
un ejemplar de Entamoeba histolytica, sin necesidad
de recurrir a pruebas diagnésticas mds onerosas.

Pero este examen directo tiene limitaciones
en cuanto a la recoleccién de la materia fecal y la
necesidad de contar con un observador avezado.

Si la muestra diarreica no se examina rapida-
mente los trofozoitos se desintegran. Para conser-
varlos deben emplearse fijadores y luego realizar
coloraciones permanentes.

En este trabajo, inicamente en tres nifios con
adhesina-positiva pudo demostrarse la presencia
de trofozoitos hematéfagos de E. histolytica, en dos
con el examen directo y en un tercero, con la colo-
racién permanente; solo en éste fue patdgeno tinico.

Al considerar las coloraciones permanentes,
pudo corroborarse la existencia de Entamoeba
histolytica/dispar en casi la mitad de los casos ad-
hesina-positiva, las que deben considerarse real-
mente como E. histolytica. Las amebas halladas en
la quinta parte de los casos adhesina-negativa, al
no producir la adhesina, pudo demostrarse que
eran E. dispar.
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Cuando se informé E. histolytica/dispar en el
examen directo, el ELISA fue negativo y no se de-
tectaron amebas con las coloraciones, caben dos
posibilidades: el conservante no fue lo suficien-
temente eficaz o nunca fueron amebas. No seria
arriesgado conjeturar que pudieran confundirse
globulos blancos con trofozoitos pues se ha de-
mostrado la posibilidad de sobrediagndstico de
amebiasis por confusién con leucocitos.?® Al res-
pecto, dice Fonte Galindo: “...pueden confundirse
con mucha frecuencia trofozoitos amebianos con
leucocitos, de manera particular con macréfagos
que han fagocitado hematies y quistes de unas
amebas con otras, lo que conduce —en no pocas
ocasiones— a resultados falsos positivos”.”

El comienzo agudo, la fiebre y presencia de
leucocitos fecales son datos que hacen presumir
una disenteria por bacterias (Shigella, Salmonella,
Campylobacter, Escherichia coli enteroinvasiva).

En todos los nifios estudiados, las muestras
fecales observadas con el microscopio presenta-
ron hematies y leucocitos, y en casi la mitad de
los coprocultivos realizados, desarrollaron bacte-
rias invasivas (Shigella flexneri, la més frecuente).

Al comparar los dos grupos, segtin la presen-
cia de la adhesina de E. histolytica, no se demostra-
ron diferencias cuando se analizaron los sintomas
clinicos. Este hecho, sumado a la presencia de leu-
cocitos en heces, hace suponer que fueron las bac-
terias los agentes etiol6gicos mds significativos en
estos nifios con disenteria.

Que fueran encontrados, ademds, otros pardsi-
tos en la cuarta parte del total de pacientes investi-
gados, puede ser considerado como un marcador
de que la poblacién estudiada estaba expuesta a
condiciones de mal saneamiento ambiental.

Se sefiala, como una restriccién, el no haber
podido efectuar la investigacion de Escherichia coli
productora de shiga-toxina en nifios con diarreas
sanguinolentas. En el disefio del trabajo no se con-
sider6 la evaluacion de tratamientos.

CONCLUSION

En este grupo de nifios santafesinos con dia-
rreas (supuestas “disenterias amebianas”), se
constaté que solo el 28% realmente tenfa E. his-
tolytica en heces, con lo cual cabria esperar una
prevalencia de entre el 18% y el 38% de casos po-
sitivos en la poblacién [IC 95% (0,179; 0,381)].

En alrededor de la mitad de los casos se identi-
ficaron bacterias invasivas y la mds frecuente fue
Shigella flexneri de tipo S2.

Puede decirse, que de cada diez pacientes con
diagnostico de “disenteria amebiana”, sélo tres
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tuvieron E. histolytica en su materia fecal y que, de
estos, sélo en uno fue patégeno dnico.

Se concluye que entre los pacientes que con-

sultan por disenterfa en el Hospital de Nifios de
Santa Fe, mds alla de la necesidad de precisar el
diagnéstico de amebiasis, corresponde primero,
sospechar causas bacterianas.
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