Revista Cubana de Medicina Tropical. 2013; 65(1) 4-12

ARTICULO ORIGINAL

Prevalencia de infeccion por Entamoeba histolytica en
escuelas publicas de la ciudad de Maceiod, Alagoas,
Brasil

Prevalence of infection caused by Entamoeba histolytica in
public schools of Maceio city, Alagoas, Brazil

Dra. Iasmin de Albuquerque Cavalcanti Duarte,’ MSc. Rafael Vital dos
Santos,’ Dr. Gilberto Fontes,” Dr. Luis Fonte Galindo,™ Dr. Ricardo Arraes
de Alencar Ximenes,!V Dra. Maria Amélia Vieira Maciel,!V Dra. Ivanize da
Silva Aca,!" Dra. Eliana Maria Mauricio da Rocha'!

TUniversidade Federal de Alagoas. Maceid, Alagoas, Brasil.

TUniversidade Federal de S30 Jodo del Rei. Divindpolis, Minas Gerais, Brasil.
M Tnstituto de Medicina Tropical "Pedro Kouri". La Habana, Cuba.

YV Universidade Federal de Pernambuco. Recife, Pernambuco, Brasil.

RESUMEN

Introduccion: la prevalencia de amebiasis ha tenido que ser reevaluada desde que
fue demostrada la existencia de dos especies de Entamoeba indistinguibles
morfolégicamente, pero diferentes en cuanto a su capacidad de producir
enfermedad: Entamoeba histolytica (patdégena) y Entamoeba dispar (no patégena).
Con el empleo de procedimientos capaces de identificar caracteristicas antigénicas
especificas es posible hacer la diferenciacion y evaluar la prevalencia real de
amebiasis (es decir, de infecciones producidas por Entamoeba histolytica).
Objetivo: determinar la prevalencia de infeccién por el complejo E. histolytica/E.
dispar y, mas tarde, de infeccidon por la especie Entamoeba histolytica en muestras
fecales de estudiantes de escuelas publicas de Maceio, Alagoas, Brasil.

Métodos: primero se realizd la deteccidn microscépica de infeccidn por el complejo
E. histolytica/E. dispar en muestras fecales de 1 798 estudiantes (para ello, se
empleod la técnica de concentracidon en formol-éter). A continuacion, se confirmo la
infeccion por el mencionado complejo mediante el empleo del ensayo
inmunoenzimatico ENZYMEBA. Posteriormente, a las muestras confirmadas
positivas al complejo E. histolytica/E. dispar se les aplicé el procedimiento
inmunoenzimatico E. histolytica 11®, que detecta de modo especifico una adhesina
de la especie Entamoeba histolytica.
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Resultados: el empleo de la observacidon microscépica de heces y del ensayo
ENZYMEBA permitié demostrar una prevalencia de infeccion por el complejo E.
histolytica/E. dispar de 3,8 %. La utilizacién del procedimiento E. histolytica 11®
condujo al hallazgo de una prevalencia de infeccidn por la especie Entamoeba
histolytica de 1,0 %. La observacién microscépica de heces presentd un bajo valor
predictivo positivo (26,4 %) para la deteccién de Entamoeba histolytica respecto al
ensayo E. histolytica 11®.

Conclusiones: aunque las cifras de prevalencia encontradas son bajas, este
estudio demuestra por primera vez la ocurrencia de infeccidon por Entamoeba
histolytica en Maceid, Alagoas, Brasil. A pesar de que el examen microscopico de
heces no es un procedimiento apropiado para el diagnostico de amebiasis, puede
ser utilizado como prueba de descarte en estudios epidemioldgicos. La
demostracion de infeccion por Entamoeba histolytica en muestras positivas a
infeccion por el complejo E. histolytica/E. dispar puede ser realizada mediante
ensayos para la deteccion especifica de coproantigenos del parasito, como
Entamoeba histolytica 11°.

Palabras clave: Entamoeba histolytica, amebiasis, prevalencia, examen
microscopico, inmunoensayos.

ABSTRACT

Introduction: distribution of amebiasis has been reevaluated since it was
demonstrated that two morphologically indistinguishable species of Entamoeba
exist, but they differ in their capacity to cause disease: Entamoeba histolytica
(pathogenic) and Entamoeba dispar (nonpathogenic). The use of techniques to
identify specific antigenic characteristics makes it possible to establish differential
diagnosis and to assess the actual prevalence of amebiasis cases (caused only by
Entamoeba histolytica).

Objective: to determine the prevalence of infection by Entamoeba
histolytica/Entamoeba dispar complex and, in a second phase, the prevalence of
infection by Entamoeba histolytica in stool samples of students from public schools
in Maceid, Alagoas, Brazil.

Methods: screening of Entamoeba histolytica/Entamoeba dispar complex infection
cases was carried out by formol-ether concentration technique on stool samples of
1 798 students. The infection caused by this complex was confirmed with an
enzyme linked immunosorbent assay (ENZYMEBA). Positive samples were then
analyzed with a specific ELISA (Entamoeba histolytica 1I1®) in order to detect an
adesin only present in Entamoeba histolytica.

Results: the microscopic observation of feces and the Enzymeba test allowed
demonstrating the prevalence of Entamoeba histolytica/Entamoeba dispar infection
amounting to 3.8 %. The Entamoeba histolytica II procedure showed the
prevalence of infection by Entamoeba histolytica of 1.0%. Therefore, the
microscopy presented a low predictive positivity value (26.4%) for detection of
Entamoeba histolytica compared to Entamoeba histolytica 1I1® method.
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Conclusions: although the prevalence figures are not high, the study shows for the
first time the occurrence of Entamoeba histolytica in Maceid, Alagoas, Brazil. In
spite of the fact that the optical microscopic test of feces is not the appropriate
technique for amebiasis diagnosis, it can be used as a screening method in
epidemiological studies. Cases of Entamoeba histolytica infection in positive
samples by microscopy can be confirmed by using a specific test for detection of
the parasite coproantigen like Entamoeba histolytica 11°.

Key words: Entamoeba histolytica, amebiasis, prevalence, microscopic test,
immunoassays.

INTRODUCCION

Al microscopio 6ptico, apenas existen diferencias morfoldgicas entre los quistes de
Entamoeba histolytica, especie patdgena responsable de la amebiasis, y de
Entamoeba dispar, especie no patdgena.’ Como ha sido reportado que la infeccidn
por E. dispar es aproximadamente 10 veces mas frecuente que la infeccion por E.
histolytica, la deteccion diferencial entre estas dos especies tiene implicaciones
epidemioldgicas. El uso de la microscopia dptica para el diagndstico de infeccidn por
E. histolytica puede resultar en una sobredimension de la prevalencia de amebiasis
y en tratamientos innecesarios.?™ Debido a la imposibilidad de discriminar entre las
dos especies por sus caracteristicas morfoldgicas, la Organizacién Mundial de la
Salud (OMS) recomienda que los resultados positivos de los examenes
coproparasitoldgicos sean registrados como E. histolytica/E. dispar.® Por igual
motivo, se recomienda la realizacion de procedimientos que permitan la deteccion
especifica de E. histolytica y que solo cuando ello haya ocurrido se administre el
tratamiento amebicida correspondiente.® E. histolytica y E. dispar pueden ser
diferenciadas mediante el uso de procedimientos bioquimicos, inmunoldgicos y
moleculares. De ellos, las pruebas inmunoldgicas basadas en la deteccién de
coproantigenos presentan una buena sensibilidad y adecuada correlacién clinica.”-®

En Brasil, la prevalencia de amebiasis varia de acuerdo con la region del pais donde
se realizd el estudio. Empleando procedimientos inmunoldgicos, los indices mas
elevados han sido reportados en Belém, Estado de Para (region norte), donde
afecta 29 % de la poblacién;® y en Fortaleza, Estado de Ceara (regién nordeste),
que la infeccién estaba presente en 10,6 % de las personas pesquisadas.'® Sin
embargo, en Pernambuco (region nordeste), también empleando herramientas
inmunoldgicas, no fueron detectados casos de infeccién por E. histolytica.*'™*3

Hasta el presente, en el Estado de Alagoas (region nordeste) no se han realizado
estudios para verificar, con la utilizacion de métodos inmunoldgicos, la ocurrencia
de infeccidn por E. histolytica. Los objetivos del presente trabajo fue determinar,
mediante el empleo de procedimientos microscdpicos y el ensayo inmunoenzimatico
ENZYMEBA®, la prevalencia de infeccién por el complejo Entamoeba histolytica/E.
dispar, y precisar, mediante la utilizacion de la prueba inmunoenzimatica E.
histolytica 11®, la prevalencia de la infeccidn por la especie Entamoeba histolytica en
escuelas publicas de la ciudad de Maceid, Estado de Alagoas, Brasil.
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METODOS
Disefo del estudio

Se realiz6 un estudio transversal a estudiantes de escuelas publicas de la ciudad de
Maceid, Alagoas, Brasil, entre marzo de 2004 y mayo de 2005.

Muestreo

El método de muestreo fue equiprobabilistico en varias etapas: a) una
estratificacion por area administrativa se estratificaron proporcionalmente las
escuelas en tres areas, representativas de cada area geografica en que se divide la
ciudad de Maceio; b) una estratificaciéon por tamano de la escuela cada area fue
dividida en dos estratos (uno correspondiente a las escuelas con menos de 500
estudiantes, otro correspondiente a las escuelas con 500 alumnos 0 mas); c) se
seleccionaron al azar tres escuelas en cada estrato, con probabilidad proporcional al
nimero de estudiantes.

Seleccion de estudiantes

Participaron en el estudio todos los estudiantes de 4 a 15 afios que recibian clases
en el horario de la mafiana en las escuelas seleccionadas y cuyos padres firmaron
el correspondiente consentimiento informado. Se colecté una muestra fecal de cada
estudiante.

Tamano de la muestra

Para calcular el tamano de la muestra se considerd una frecuencia esperada de

8,0 % (observada en estudios preliminares, con el error tolerable de 15 % y un

intervalo de confianza de 95 %. El tamafio minimo de la muestra se estimé en 1
670 alumnos, distribuidos proporcionalmente en las tres areas.

Microscopia

Todas las muestras fecales (una por cada estudiante) se procesaron utilizando la
técnica de concentracién de formol-éter para identificacion de quistes. De cada
muestra se prepararon cinco frotis que fueron examinados al microscopio dptico por
técnicos diferentes. Las heces fueron clasificadas de acuerdo con los resultados del
examen microscopico como positiva o negativa al complejo E. histolytica/E. dispar.
Las muestras positivas se conservaron a - 20 °C para la realizacion de ensayos
inmunoenzimaticos.

Ensayos inmunoenzimaticos

Se utilizaron dos procedimientos inmunoenzimaticos: ENZYMEBA (Instituto de
Medicina Tropical «Pedro Kouri», La Habana, Cuba) y E. histolytica 1I® (TechLab
Inc., Blacksburg, EE.UU.). En ambos casos, para su realizacion se siguieron las
instrucciones de sus productores. ENZYMEBA se basa en la captura de histolisina,
proteasa secretada por amebas de las especies E. histolytica y E. dispar.** Este
ensayo, por tanto, es capaz de detectar, pero no diferenciar, la infeccién por estas
dos especies. A las muestras de heces positivas al complejo E. histolytica/E. dispar
mediante examen microscépico, se les realizé el procedimiento ENZYMEBA para
confirmar ese resultado y con ello evitar falso positivo, que suelen ser frecuentes a
la observacién morfoldgica. La prueba E. histolytica II® es un inmunoensayo basado
en la interaccién de anticuerpos monoclonales con determinantes antigénicos solo
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presentes en la adhesina con afinidad a galactosa de E. histolytica. En
consecuencia, este procedimiento solo detecta la infeccidn por esta especie
amebiana.”’8

Definiciéon de caso de amebiasis

Se consideraron portadores del complejo E. histolytica/E. dispar los estudiantes
cuyas heces resultaron positivas a la observacion microscopica y al inmunoensayo
ENZYMEBA. Se clasificaron casos de amebiasis los alumnos cuyas heces fueron
positivas al inmunoensayo E. histolytica I11®.

Andlisis estadistico

Se utilizo el programa Epi-Info 6.04 para la compilacion de todos los datos
obtenidos. Empleando este programa se calcul6 el valor predictivo positivo (VPP)
del examen de heces para el diagndstico de amebiasis, asumiendo como referencia
la prueba E. histolytica II® referéncia.'®

Aspectos éticos

A los padres de los estudiantes se les inform6 sobre los objetivos de la
investigacion y, después de recibir respuestas a preguntas hechas a miembros del
equipo realizador, firmaron el correspondiente consentimiento informado. El
proyecto de este trabajo fue aprobado por el Comité de Etica en Investigacion de la
Universidad Federal de Alagoas (Proyecto 009057/02-95). Todos los nifios
encontrados parasitados se evaluaron y trataron por médicos especialistas.

RESULTADOS

Se analizaron muestras fecales de 1 798 estudiantes de 18 escuelas publicas de la
ciudad de Maceid. De los estudiantes encuestados, 51,4 % eran hembras y 48,6 %
varones.

En 68 (3,8 %) de las 1 798 muestras fecales analizadas por microscopia éptica se
detectd la presencia de amebas del complejo E. histolytica/E. dispar. Estas 68
muestras también fueron positivas al inmunoensayo ENZYMEBA, lo que confirma la
presencia en ellas de amebas del mencionado complejo. La realizacion de la prueba
E. histolytica II® a las 68 muestras positivas al examen microscopico y a
ENZYMEBA demostro la infeccidn por E. histolytica en 18 (26,5 %) individuos. Es
decir, la infeccién por E. histolytica estaba presente en 18 (1,0 %) de los 1 798 de
los estudiantes trabajados (tabla).

La frecuencia de infeccion por el complejo E. histolytica/E. dispar fue mayor con el
aumento de la edad de los alumnos (p< 0,05), mientras que la frecuencia de
parasitismo por E. histolytica resulté significativamente mayor en los grupos de
edades mas jovenes (p< 0,05) (tabla). La prevalencia de infeccion por el complejo
E. histolytica/E. dispar y por E. histolytica fue similar para los 2 sexos (p> 0,05).
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DISCUSION

Por su relativo bajo costo de realizacién, su disponibilidad en practicamente todas
las unidades de la mayoria de los sistemas de salud y porque permite la deteccion
de otras infecciones parasitarias en el mismo ensayo, la observacién microscépica
de heces es el examen mas utilizado para el diagndstico de la amebiasis
intestinal.'® Sin embargo, este procedimiento tiene limitaciones a las que se hace
referencia a continuacion:

- Con relativa frecuencia se confunden trofozoitos amebianos con leucocitos, de
manera particular con macréfagos que han fagocitado hematies, y quistes de unas
amebas con los de otras. Esta limitacion para realizar una adecuada deteccidn
microscépica conduce, en no pocas ocasiones, a resultados falsos positivos. Por ese
motivo, en este estudio se utilizd el ensayo ENZYMEBA para confirmar los casos de
infeccion por el complejo E. histolytica/E. dispar (este procedimiento, sin embargo,
no permite discriminar entre infeccion por E. histolytica e infeccion por E.
dispar).t718

- Otra de las insuficiencias del examen microscépico es su incapacidad para
diferenciar entre quistes de E. histolytica y quistes de E. dispar, lo que puede ser
otra fuente de sobrediagnéstico de amebiasis intestinal.!® Varios estudios muestran
que el VPP del diagndstico microscépico de amebiasis es muy bajo. Nesbitt y otros®
compararon los resultados de la observacién microscépica y una prueba de ELISA
especifica para la deteccidén de E. histolytica en 842 muestras de heces y
encontraron para la primera una sensibilidad de 43 % y un VPP de 5 %. En el
presente trabajo, el VPP del examen microscépico fue similar al obtenido en un
estudio realizado en Canada (27,3 %), en el que se emplearon como pruebas de
referencia dos ensayos de ELISA.%® Por tanto, con los resultados de nuestra serie se
confirma que ante un resultado positivo a E. histolytica/E. dispar por examen
microscépico de heces no debe hacerse el diagndstico de amebiasis, sin la
realizacién de pruebas diagndsticas complementarias que permitan la deteccién
especifica de infeccién por E. histolytica.**

De acuerdo con las recomendaciones de la Organizaciéon Mundial para la Salud
(OMS),” el diagndstico de amebiasis debe ser realizado por la aplicacién de pruebas
capaces de detectar especificamente E. histolytica. La prueba E. histolytica 11®
detecta la adhesina con afinidad a galactosa de E. histolytica. El uso este ensayo en
otros estudios permitid la identificacidon de E. histolytica con una sensibilidad de 86
a 95 % y una especificidad de 98 a 99 %.%?? En un estudio realizado en
Bangladesh, la aplicacién de este procedimiento a muestras de heces de nifios
resulté mas sensible y especifica que la microscopia y el cultivo.® En ese mismo
trabajo, los autores compararon otras metodologias para la deteccidn de E.
histolytica. La reaccién en cadena dela polimerasa (RCP) anidada mostrd una
excelente correlacion con el cultivo, seguida por el anadlisis de isoenzimas y la
deteccidn de antigenos de la especie, lo que confirma la posibilidad de utilizar
diferentes técnicas para el estudio de la infeccién por E. histolytica. Sin embargo, la
deteccidn de antigenos por ELISA fue mas rapida y sencilla que el resto de los
procedimientos.®

Aunque la observacion microscdpica no es una herramienta adecuada para el
diagnodstico de la amebiasis, es Gtil como un método para la identificacion de
amebas del complejo E. histolytica/E. dispar, sobre todo en los grandes estudios
epidemioldgicos. En tales casos, la confirmacion de casos de infeccidn por E.
histolytica debe realizarse mediante el uso de procedimientos especificos, tales
como la prueba E. histolytica 11®.
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En la casi totalidad de los estudios de diferenciacion realizados, la especie de
ameba mas frecuente encontrada en los casos de infeccién por el complejo E.
histolytica/E. dispar es E. dispar, la especie no patdgena, para la cual regularmente
no se prescribe tratamiento médico.'”"*> En consecuencia, el incremento de
prevalencia de infeccidn por amebas del complejo E. histolytica/E. dispar con el
aumento de la edad de los participantes observado en este trabajo podria ser
consecuencia de la acumulacién desde edades inferiores de individuos infectados
por E. dispar.

Por otro lado, ha sido demostrado que la infeccion intestinal por E. histolytica es
mas frecuente en edades mas tempranas.!%23 Este podria ser el motivo por el cual
en el presente estudio fue encontrada mayor frecuencia de infeccidn por esa
especie amebiana en los grupos de edades mas jovenes.

Los resultados de este trabajo, en el que si pudo ser confirmada la infeccién por E.
histolytica en parte de los casos estudiados, difieren de los de estudios previos
llevados a cabo en el Estado de Pernambuco, nordeste de Brasil, donde no pudo ser
demostrada la presencia de E. histolytica en muestras de heces estudiadas
mediante la aplicacién de técnicas de analisis de isoenzimas, de deteccion de
antigeno y de biologia molecular.'!* Empleando herramientas inmunoldgicas y
biomoleculares, tampoco pudo ser demostrada la presencia de esta especie
amebiana en un estudio reciente realizado en la ciudad de Salvador, Estado de
Bahia, Brasil.?*

La redescripcion de E. histolytica como un complejo de dos especies (E. histolytica,
especie patégena; y E. dispar, especie no patégena y mayoritaria en la casi
totalidad de los estudios realizados) revoluciond (y revoluciona adn) los
conocimientos sobre la epidemiologia de la amebiasis. Los resultados de nuestro
trabajo hacen evidente la necesidad de realizar estudios de prevalencia de esta
parasitosis (que incluyan utilizacion de herramientas que permitan la diferenciaciéon
de especies) en otras regiones de Brasil.
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