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RESUMEN

El ser humano puede ser parasitado por diferentes especies de amebas intestinales. Entamoeba histolytica
es la Ginica de reconocido poder patégeno, mientras que las restantes, E. dispar, E. moshkovskii, E. hartmanni,
E. coli, E. polecki, Endolimax nana y lodamoeba buetschlii, se consideran no patégenas. El objetivo de esta re-
vision es sintetizar las caracteristicas morfoldgicas fundamentales de los estadios de trofozoito y de quiste
de cada una de ellas como base primordial para llevar a cabo un diagndstico microscépico preciso. La difi-
cultad que conlleva la diferenciacién morfolégica entre las especies englobadas en el denominado “comple-
jo Entamoeba” obliga al uso de métodos diagnésticos inmunolégicos y moleculares. También se lleva a cabo
una sintesis de los aspectos epidemioldgicos e incluso terapéuticos y profilacticos basicos de este grupo de
amebas no patégenas. Todo ello resulta relevante porque estas amebas se encuentran presentes habitual-
mente en las analiticas coproparasitol6gicas humanas y deben ser diferenciadas de la especie patégena, E.
histolytica. Ademas, se pueden utilizar como adecuados marcadores biolgicos del grado de saneamiento
ambiental y de las medidas higienicosanitarias de la poblacién.
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Non-pathogenic intestinal amoebae: a clinical-analytical overview

ABSTRACT

Human beings can be parasitized by various species of intestinal amoebae. Entamoeba histolytica is the only
intestinal amoeba recognized to be pathogenic, while other amoeba species, E. dispar, E. moshkovskii, E.
hartmanni, E. coli, E. polecki, Endolimax nana and lodamoeba buetschlii are considered to be non-pathogenic.
The aim of this review is to synthesize the main morphological characteristics of the trophozoite and cyst
stages of each amoeba as the basis for precise microscopical diagnosis. The difficulty of morphological
differentiation among species included in the so-called “Entamoeba complex” entails the use of
immunological and molecular diagnoses. In addition, a summary of basic epidemiological, therapeutic and
prophylactic aspects of these non-pathogenic amoebae is provided. All of these aspects are crucial since
these amoebae are usually found to be present in human coproparasitological analyses and must be
differentiated from the pathogenic species E. histolytica. Furthermore, they can be used as suitable biological
tags of the hygienic state of the environment and the health and hygiene measures of the population.

© 2010 Elsevier Espafia, S.L. All rights reserved.

der patégeno al ser responsable de la disenteria amebiana, enferme-
dad que afecta a 40-50 millones de personas al afio y que supone

En la rutina coproparasitolégica, el término “ameba” engloba las
especies pertenecientes a los géneros Entamoeba, Endolimax y Ioda-
moeba. Segin la clasificacién que se considere, estas amebas son in-
cluidas bien en el orden Amoebida' bien en el orden Entamoebida?,
pero siempre dentro de la familia Entamoebidae. En esta familia des-
taca Entamoeba histolytica, Gnica ameba intestinal de reconocido po-
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alrededor de 100.000 muertes anuales®. Las restantes especies de
amebas intestinales, E. dispar, E. moshkovskii, E. hartmanni, E. coli, E.
polecki, Endolimax nana y lodamoeba buetschlii, se consideran no pa-
tégenas. Ademas, en detritus de la boca que contaminan el esputo se
pueden encontrar trofozoitos de E. gingivalis, especie frecuente en
raspado de tejidos de la encia, en especial en casos de enfermedad
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periodontal alveolar, aunque de forma puntual también se han halla-
do en frotis vaginales o cervicales de mujeres que usaban dispositi-
vos intrauterinos®.

El reconocimiento de las amebas intestinales no patégenas resul-
tarelevante porque: a) se encuentran presentes habitualmente en las
analiticas coproparasitolégicas humanas; b) es necesario establecer
su diferenciaciéon respecto de la especie patégena, E. histolytica, y c)
se pueden utilizar como adecuados marcadores bioldgicos del grado
de saneamiento ambiental y de las medidas higienicosanitarias de la
poblacioén.

Consideraciones morfoldgicas

La identificacién de las amebas intestinales no patégenas se basa
en reconocer sus estadios de trofozoito, de quiste o de ambos>*®. Los
trofozoitos presentan una membrana delgada y tamafios y formas
diversos, mientras que los quistes, de pared lisa y uniforme, son es-
féricos, subesféricos o alargados, con poca variabilidad de tamafio.

Entamoeba dispar/Entamoeba moshkovskii

A pesar de la controversia inicial sobre la validez de E. dispar como
especie diferente de E. histolytica, los estudios bioquimicos, inmuno-
l6gicos y genéticos han hecho que formalmente sean aceptadas como
especies diferentes. Sin embargo, la imposibilidad de poder estable-
cer la diferenciacién morfolégica al microscopio entre ambas espe-
cies ha motivado que analiticamente ambas se engloben bajo el bi-
nomio “complejo Entamoeba”. Mas recientemente, se ha incorporado
a dicho complejo otra especie, E. moshkovskii, cuyos primeros aisla-
mientos fueron en aguas residuales en diferentes paises, pero que en
los wltimos afios se ha informado de su presencia en heces huma-
nas'. Estudios moleculares han confirmado que la conocida otrora
como “E. histolytica variedad Laredo”, detectada en las heces de un
individuo de Laredo (Texas), es en realidad una variedad de E. mos-
hkovskii'2.

De esta forma, el “complejo Entamoeba” vendria a englobar las
especies E. histolytica, de reconocida patogenicidad, y E. dispar y E.
moshkovskii, consideradas como no patégenas.

Trofozoito. Este estadio suele presentar un tamafio de entre 10 y
60 nm, aunque el rango habitual suele ser de 15 a 20 pm. En fresco
presenta una movilidad progresiva, algunas veces explosiva, median-
te seudépodos de morfologia variable que evidencian la diferencia-
cién entre el ectoplasma hialino y el endoplasma granular. El nticleo,
de 3-5 um de diametro, no se aprecia en preparaciones sin teifiir. El
uso de tinciones permite observar un cariosoma pequefio, compacto
y casi siempre de localizacién central, si bien puede ser excéntrico
(fig. 1A). La cromatina perinuclear esta constituida por finos granu-
los, por lo general de distribucién y tamafio uniformes, aunque en
ocasiones su depésito puede ser irregular. El citoplasma presenta un
aspecto granular y una vacuolizacién considerable cuando se demora
la preservacién de la muestra. Ademas, es muy frecuente la presencia
de bacterias, pero no de glébulos rojos. Precisamente, la presencia de
éstos en el citoplasma se puede considerar diagnéstico de E. histolyti-
ca.

Quiste. Cuando los trofozoitos van a transformarse en formas
quisticas expulsan todo el material ingerido y se redondean. Estas
formas prequisticas pueden reconocerse por la presencia de un Ginico
ntcleo redondeado, la ausencia de materiales fagocitados y la ausen-
cia de pared quistica. Sin embargo, la morfologia nuclear es algo con-
fusa, por lo que no son muy adecuados para el diagnéstico. Los quis-
tes, en cambio, son generalmente esféricos y el tamafio oscila entre
10 y 20 pm, siendo el rango habitual de 12 a 15 pum. Los quistes ma-
duros o infectantes presentan 4 ndcleos (fig. 1J), mientras que en los
inmaduros se puede observar 1 o 2 (fig. 11). Estos niicleos no son fa-

cilmente visibles sin tefiir. Con tincién, la estructuracién nuclear es
practicamente idéntica a la del trofozoito, excepto por su pequefio
tamario, aunque en ocasiones los carisomas son excéntricos y la cro-
matina perinuclear se dispone en finas ldminas o en forma semilu-
nar. Suele ser frecuente la presencia de cuerpos cromatoides, croma-
toidales o de reserva bajo la forma de barras alargadas de extremos
romos, siendo mas frecuente su aparicion en los quistes uni y binu-
cleados (fig. 1I). En estos quistes jévenes también se observa una
masa glucogénica concentrada, de color pardo rojizo con solucién
yodada, mientras que en los quistes maduros dicho glucégeno suele
presentarse difuso.

Entamoeba hartmanni

Otrora conocida como “raza pequefia” de E. histolytica, hoy en dia
nadie discute su identidad como especie®. La confusion entre ésta y
las especies incluidas en el “complejo Entamoeba” se basa en sus si-
militudes morfoldgicas, siendo el tamafio la Gnica diferencia mani-
fiesta.

Trofozoito. Este estadio presenta forma redondeada o ameboide y
tamario de 5 a 12 um, con promedio de 8 a 10 pm. El movimiento, por
lo general, no es progresivo y su Ginico nicleo no es visible en prepa-
raciones sin tefiir. En preparaciones tefiidas, y aunque lo hace débil-
mente, se observa un cariosoma pequefio, compacto y de localiza-
cién central, pero en ocasiones puede ser excéntrico. Generalmente
contiene cromatina perinuclear en forma de finos granulos de tama-
fio y distribucién uniformes, pero a veces puede presentar aspecto
finamente arrosariado (fig. 1F). El citoplasma es finamente granular,
pudiendo contener habitualmente bacterias, pero nunca glébulos ro-
jos, al ser incapaz de ingerirlos.

Quiste. Es generalmente esférico y el tamafio oscila de 5 a 10 pm,
aunque mas frecuentemente entre 6 y 8 pm. Los quistes maduros
tienen 4 ntcleos, no visibles en preparaciones en fresco sin tefiir,
pero si con tincién de Lugol. Los quistes inmaduros, con 1 o 2 nd-
cleos, son mas frecuentes que los quistes maduros. En preparaciones
tefiidas, los ndcleos presentan un cariosoma central pequefio y cro-
matina perinuclear distribuida regularmente con granulos finos uni-
formes (fig. 1E). Al igual que sucede en el resto de especies del “com-
plejo Entamoeba”, el glucégeno puede ser difuso en los quistes
maduros, pero en los quistes inmaduros es mas concentrado. Los
cuerpos cromatoidales pueden tener forma de racimo o ser alargados
con extremos redondeados.

Entamoeba coli

Se trata de la ameba intestinal no patégena que, posiblemente,
menos dificultades de reconocimiento morfolégico presenta, sobre
todo bajo la forma de quiste maduro.

Trofozoito. Este estadio mide entre 15 y 50 um, aunque el tamafio
habitual es de 20 a 25 pm. Este estadio, en fresco, presenta poca mo-
vilidad y sin marcada direccionalidad, emitiendo seudépodos romos
y cortos, no hialinos, y sin evidenciar una marcada diferenciacién
ecto y endoplasmatica. Con frecuencia, el ntcleo es visible en prepa-
raciones sin tefiir. Cuando se somete a tincién se observa un carioso-
ma irregular, no compacto, de gran tamafio, a menudo de localiza-
cién excéntrica y rodeado por un halo de material sin tefiir. La
cromatina perinuclear tiene forma de granulos gruesos, de tamafio y
distribucién irregulares (fig. 1G). No obstante, algunos trofozoitos
pueden presentar ntcleos con cariosoma central y cromatina perifé-
rica uniforme. A veces se observan granulos de cromatina dispersos
entre el cariosoma y la cromatina perinuclear, formando una estruc-
tura radial. Por lo general, el citoplasma es granular y muy vacuolado,
pudiendo contener bacterias, levaduras y otros detritos, siendo habi-
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tual la presencia de esporas diminutas del hongo Sphaerita. Excepto
en rarisimas ocasiones, el citoplasma no contiene glébulos rojos.

Quiste. Al igual que en el resto de especies del “complejo Entamoe-
ba”, también se observan formas prequisticas de dificil adscripcion
especifica. Los quistes miden de 10 a 35 pm, aunque su tamafio habi-
tual es de 15 a 25 pum. En su mayor parte son esféricos, pero pueden
ser ovales y la pared quistica es muy refractil. Los quistes maduros
suelen tener 8 ntcleos (fig. 1B), siendo muy poco frecuentes los quis-
tes hipernucleados, con 16 o mas ntcleos. Los nicleos y la posicién
excéntrica de los cariosomas son observables, por lo general, en los
quistes sin tefiir, aunque para observar los cariosomas es preferible
fijarse en los quistes inmaduros mono o binucleados, en los que su
tamafio es mayor. En tinciones permanentes se observan los detalles
de la estructura nuclear, aunque no se encuentran tan bien definidas
como en los trofozoitos. El cariosoma puede ser compacto o difuso,
de localizacién central o excéntrica. La cromatina periférica varia de
granulos gruesos e irregulares a un aspecto mas uniforme que el ob-

Figura 1. Fotocomposiciéon de imdgenes microscé-
picas de trofozoitos (A, F, G y H) y quistes (B, C, D, E,
[y ]J) de amebas intestinales. A-D) Trofozoito del
“complejo Entamoeba” (A) y quistes de Entamoeba
coli (B), Endolimax nana (C) e lodamoeba buetschlii
(D) tefiidos con solucién iodada (1.000x). E) Quiste
de Entamoeba hartmanni tefiido con MIF (1.250x).
F-J) Trofozoitos de E. hartmanni (F), E. coli (G), e L.
buetschlii (H), y quistes inmaduro (I) y maduro (J)
del “complejo Entamoeba” tefiidos con tricrémico
de Wheatley en frotis elaborados a partir de mues-
tras fecales fijadas en APV (1.000x). (Escalas: A-D,
15 pm; E, 10 pm; F-J, 10 pm.)

servado en los trofozoitos. El citoplasma de los quistes inmaduros
contiene una gran masa de glucégeno con los nicleos desplazados
hacia los lados del quiste, mientras que el de los maduros presenta
aspecto granular, pudiendo contener glucégeno difuso. Los cuerpos
cromatoidales suelen tener forma de astilla y mas raramente acinta-
da o filiforme, con los extremos irregulares.

Entamoeba polecki

Aunque no hay consenso acerca de la adjudicacién de especie en
las Entamoeba productoras de quistes maduros con un solo nicleo
capaces de infectar al ser humano, ya que se ha demostrado hasta la
fecha la existencia de 4 genotipos, los Gltimos estudios coinciden en
denominarlos como “E. polecki-like" 131,

Trofozoito. Se trata de un estadio esférico de 10 a 25 pm, con un
tamafio promedio de entre 12 y 18 pm. Se puede observar algunos
seudépodos romos, claros o finamente granulares de formacién len-
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ta, rara vez explosivos, y sin apenas movilidad direccional. El niicleo
se presenta muchas veces distorsionado o de forma irregular, no
siendo visible frecuentemente sin teiiir. El cariosoma es por lo gene-
ral visible, diminuto y de localizacién central. La cromatina periférica
se observa generalmente como pequefios granulos dispuestos regu-
larmente sobre la cara interna de la membrana nuclear, aunque en
ocasiones puede ser moderadamente gruesa y de distribucién irre-
gular, e incluso acumularse en 1 o los 2 polos. El citoplasma se obser-
va a menudo vacuolado y con bordes hialinos, pudiendo contener
bacterias y levaduras ingeridas. Todo ello hace que este estadio pre-
sente caracteristicas que lo acercan a las especies del “complejo En-
tamoeba” y a E. coli.

Quiste. El tamafio varia entre 9 y 24 pm, aunque la mayoria mide
de 9 a 15 um. Es caracteristico de esta especie la presencia de un solo
ntcleo, aunque cabe observar en ocasiones algtin quiste binucleado.
El nicleo suele ocupar menos de un tercio del didmetro del quiste. El
cariosoma puede ser pequefio, grande y compacto, o grande y difuso.
Ademas, su posicion puede ser central o excéntrica. La cromatina
muestra una distribucién uniforme sobre la membrana nuclear. El
material cromatoideo es abundante y sumamente variable, ya que
puede aparecer como particulas pequeiias esféricas o como bastones
grandes y pequefios, con extremos redondeados o irregulares, si bien
no suele aparecer cuando el quiste contiene una gran masa de inclu-
sién, cuya naturaleza no parece ser glucogénica. Esta masa de inclu-
sién es de tamafio variable y adquiere un color pardo claro, distinto
del color oscuro de las vacuolas de glucégeno, cuando se tifie con
solucion yodada, y de color gris parpura o verde con la tincién tricr6-
mica.

Endolimax nana

Se trata de una de las amebas intestinales mas pequefia que para-
sita al ser humano.

Trofozoito. Este estadio mide de 6 a 12 um, con un promedio de 8
a 10 pm. El movimiento lento y sin direccionalidad se lleva a cabo por
seudépodos cortos, romos e hialinos. El niicleo a veces es visible en
preparaciones sin teflir y con tincion se aprecia la estructura nuclear
tipica, siendo lo mas destacado el cariosoma grande e irregular, en
ocasiones fragmentado, o desplazado hacia un lado de la membrana
nuclear. Es caracteristica la no observacién de cromatina perinuclear.
El citoplasma presenta un aspecto granular y muy vacuolado, pu-
diendo contener bacterias incluidas en vacuolas alimenticias.

Quiste. Mide de 5 a 10 pm, con un rango habitual de 6 a 8 pm, y su
forma varia de esférica a eliptica. Los quistes maduros contienen 4
nucleos, siendo poco frecuente observar formas hipernucleadas (con
hasta 8 ntcleos) y quistes inmaduros. Los niicleos no son visibles en
preparaciones sin teiiir, pero los cariosomas son observables en pre-
paraciones en fresco tefiidas con yodo (fig. 1C). En preparaciones
permanentes, el nicleo tiene un cariosoma bien definido, mas gran-
de que el de las especies de Entamoeba, normalmente en posicién
excéntrica y sin cromatina periférica. El citoplasma carece de cuer-
pos cromatoidales aunque puede contener glucégeno difuso y, en
ocasiones, cabe observar pequefios granulos o inclusiones.

Iodamoeba buetschlii

Recibe su nombre genérico de la caracteristica masa de glucégeno
presente en su forma quistica.

Trofozoito. Este estadio mide de 8 a 20 um, con un promedio de
12-15 pm. Su movimiento es lento y no progresivo, mediante seudé-
podos hialinos. El nicleo no resulta visible en preparaciones sin te-
fiir. La membrana nuclear es muy fina al carecer de cromatina peri-

férica, lo que da al cariosoma el aspecto de estar contenido en una
vacuola. Cuando se tifie, el cariosoma es grande, redondo, situado en
una posicién mas o menos central, y envuelto por una capa de pe-
quefios granulos acromaticos refringentes (fig. 1H). En ocasiones,
estos granulos estan adheridos al cariosoma, en cuyo caso no seran
visibles, a no ser que la tincién y la diferenciacion se hayan llevado a
cabo en condiciones 6ptimas. En caso contrario, estos pequefios gra-
nulos de cromatina formaran un anillo entre el cariosoma y la mem-
brana nuclear. El citoplasma es granular, vacuolado y puede contener
bacterias, levaduras u otros detritus, pero nunca glébulos rojos.

Quiste. El didmetro varia de 5 a 20 pm, aunque la mayoria esta en
el rango de 10 a 12 pum. Su morfologia es variable, desde esférica has-
ta eliptica. Los quistes maduros tienen un solo ntcleo, no visible en
preparaciones sin teflir. Con tinciones permanentes, el ndcleo contie-
ne un cariosoma grande, por lo general excéntrico y pueden ser visi-
bles o no granulos acromaticos alrededor del cariosoma o a un lado
de éste formando un agregado semilunar. Lo mas destacado del quis-
te es la presencia de una masa de glucégeno compacta en el citoplas-
ma, bien visible aun en el quiste sin teiiir, debido a su refractilidad, y
que ocupa mas de la mitad del volumen del quiste. La tincién con
yodo puede no tefiirla en algunas ocasiones (fig. 1D), mientras que en
otras le hace tomar un color pardo rojizo. Las tinciones permanentes
no la tifien, aunque aparece como una masa bien definida.

Consideraciones epidemiolégicas

Este grupo de amebas intestinales comparte una serie de caracte-
risticas epidemioldgicas como es el presentar la mayoria de ellas una
distribucién cosmopolita o la de poseer idéntico mecanismo de
transmision, siempre ligado a la ingestién de los quistes maduros o
infecciosos a través de una transmision fecal-oral.

La prevalencia real de este grupo de amebas no es siempre cono-
cida, en unos casos debido al grado de pericia del analista a la hora
de establecer el diagndstico concreto y en otros por no informarse al
no ser consideradas pat6genas.

La epidemiologia de las especies integrantes del “complejo Enta-
moeba” permanece incierta debido a que la mayoria de los datos
existentes se ha obtenido a través de métodos incapaces de distin-
guir morfolégicamente las 3 especies, E. histolytica-E. dispar-E. mos-
hkovskii. De hecho, recientes estudios moleculares vienen a indicar
que E. dispar es 10 veces mads frecuente que E. histolytica®s, siendo la
causa del 90% de las infecciones humanas por el “complejo
Entamoeba™6, y que E. moshkovskii se ha hallado en heces humanas
en América del Norte, Italia, Sudafrica, Blangladesh, India, Tailandia,
Australia, Turquia e Iran, con cifras hasta del 20% de parasitacion en
poblacién infantil, e incluso en infecciones mixtas con las otras espe-
cies del complejo®".

De las restantes especies, y dejando de un lado E. polecki, que al-
canza en Papiia Nueva Guinea una prevalencia en humanos del 30%,
muy asociada al contacto con cerdos, las prevalencias varian segin
los estudios estén realizados en paises desarrollados o no, las edades
de estudio o que la poblacion sea o no sintomatica. Sirva como ejem-
plo los datos que se conocen en nuestro pais sobre este grupo de
amebas: “complejo Entamoeba”, el 3,2% en poblaciéon sintomatica
frente al 0,1% en poblacién asintomatica; E. hartmanni, el 2 frente al
0,1%; E. coli, el 12 frente al 5,6%; E. nana, el 12 frente al 10,7%; L. buet-
schlii, el 0,9 frente al 0,2%". Sin embargo, estas cifras varian cuando
se pasa a considerar paises en vias de desarrollo, y mas en concreto
determinadas zonas geograficas donde las condiciones higienicosa-
nitarias y medioambientales son muy deficientes, lo que lleva a de-
tectar prevalencias significativamente superiores: “complejo Enta-
moeba” hasta el 37,9%; E. hartmanni el 90,8%; E. coli el 91,4%; E. nana
el 58,3%, e I. buetschlii el 54,7%9-21,

Otra caracteristica epidemioldgica comn al grupo es que son es-
pecies consideradas no patégenas. Sin duda alguna existe consenso
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sobre la consideracion de tratarse de especies no asociadas a enfer-
medad, lo que no quita que en la bibliografia haya algunas evidencias
que apunten en otro sentido. Por ejemplo, se ha notificado la existen-
cia de trastornos gastrointestinales en pacientes infectados con E.
polecki®? y con E. dispar?, e incluso con infeccién mixta E. dispar-E.
moshkovskii?*. En este sentido, se sabe que E. dispar puede producir
in vitro lesiones intestinales de intensidad variable, llegando incluso
a provocar destruccién del epitelio intestinal?>?, Ademads, hay evi-
dencia de cambios patoldgicos en algunos humanos después de la
infeccién con esta especie?. El caso de E. moshkovskii resulta mas
significativo, ya que los recientes estudios en diferentes paises la se-
fialan como el Gnico enteropatégeno responsable de los sintomas
gastrointestinales™. Situacién muy pareja se da en las restantes espe-
cies de amebas intestinales, basicamente en lo que a procesos dia-
rreicos se refiere?829, A ello cabe afiadir hallazgos puntuales de trofo-
zoitos de E. nana en secciones histolégicas del apéndice® y de I
buetschlii en un frotis cervical de rutina tefiido con Papanicolau®. Ci-
tas mas esporadicas implican a E. nana en procesos cutaneos® y de
artritis reumatoide® y a I. buetschlii en un granuloma cerebral®. Sin
embargo, en la gran mayoria de estos trabajos subyace el hecho de no
conocer con exactitud Ia existencia de otros procesos infecciosos o
no infecciosos, coexistentes con los hallazgos de estas amebas intes-
tinales o de multiparasitismos del propio “complejo Entamoeba”, que
pudieran permitir la justificacién clinica pertinente.

Aunque al conjunto de estas amebas se las considere como no
patégenas, no debiera resultar extrafio pensar que la ocurrencia de
ellas en el tracto gastrointestinal pudiera predisponer a la infeccién
con otros enteropatégenos, modular la respuesta inmune y facilitar
asi infecciones secundarias e incluso diferentes grados de mutipara-
sitismo?4. De hecho, en portadores asintomaticos con infecciones in-
dividuales y mixtas de E. histolytica/E. dispar, E. coli y E. nana, se ha
visto que tanto las propias especies implicadas, sincronizadas entre
ellas en la produccién quistica, como el sexo del propio hospedador,
juegan un papel relevante en su transmision®.

Consideraciones diagndsticas

El diagnéstico microscépico constituye la técnica de referencia
para algunas de las especies de amebas intestinales consideradas, al
presentar caracteristicas morfoldgicas que permiten su diferencia-
cién. Sin embargo, no ocurre lo mismo cuando lo que se pasa a con-
siderar son las especies englobadas en el “complejo Entamoeba”, en
donde la convergencia morfoldgica imposibilita la diferenciacién en-
tre ellas y obliga a echar mano de otras herramientas diagndsticas.

Diagnostico microscépico

El diagndstico de laboratorio de las amebas intestinales no paté-
genas es idéntico al de cualquier protozoo intestinal que contemple
las fases de trofozoito y de quiste. Aunque la primera suele aparecer
en las heces diarreicas y los quistes en las heces formes, ambas fases
pueden estar presentes en la misma muestra fecal. El excesivo tiem-
po que puede transcurrir entre el momento de la toma de la muestra
y su procesado, asi como la frecuente emision intermitente de for-
mas parasitarias a lo largo de los dias, aconseja la recogida de un
minimo de 3 muestras, obtenidas preferentemente en dias alternos,
y en frascos adecuados que contengan liquido fijador o conservador.
Los mas recomendados y/o utilizados son el alcohol polivinilico
(APV), la variante introducida exenta de mercurio Zn-APV (Para-
Pak®), el acetato sddico-acido acético-formalina (SAF), la formalina al
10%, la variante sin formaldehido y mercurio (Para-Pak® ECOFIX) y el
mertiolato-yodo-formol (MIF).

Los trofozoitos y los quistes se pueden observar en las preparacio-
nes de heces frescas con solucién salina. En ocasiones, es preciso
teflir estas preparaciones con solucién yodada para identificar las
especies.

Los métodos fisicoquimicos o difasicos de concentracién, en con-
creto la técnica de Ritchie o técnica del formol-éter etilico o del for-
mol-acetato de etilo, son los mas utilizados, permitiendo concentrar
las formas quisticas de los protozoos amébidos inicialmente disper-
sas en la muestra fecal. La adicién de unas gotas de solucién yodada
permite apreciar los detalles necesarios para la identificacién de las
amebas, ya que confiere el tipico color amarillento al citoplasma,
contrastando con el color negruzco del ntcleo.

La elaboracién de un frotis fecal para su posterior tincion constitu-
ye el método microscépico mas certero de diagnéstico coproparasito-
légico, al permitir visualizar las caracteristicas mas relevantes para
poder identificar los trofozoitos y los quistes (tabla 1). Las ventajas de
estos frotis frente a las preparaciones en fresco son que permiten: a)
el diagnéstico mas preciso de las formas parasitarias; b) la deteccién
y reconocimiento de estructuras que no se identifican en preparacio-
nes en fresco; c¢) la observacion de los detalles nucleares, y d) la con-
servacién de las preparaciones como registro permanente.

De entre las diferentes tinciones de frotis fecal utilizadas, la tri-
crémica de Gomori modificada o tincién de Wheatley es la mas idd-
nea, si bien requiere del previo uso como fijador fecal del APV o del
Zn-APV. En caso de usar la hematoxilina férrica, el fijador mas reco-
mendado es el SAF. Para el Para-Pak® ECOFIX debe usarse la tincién
EcoStain (Meridian Diagnostic). Con tincién tricrémica, los trofozoi-
tos suelen tomar una coloracién citoplasmatica de verde a violacea,
mientras que las estructuras nucleares, cuerpos cromatoidales, gld-
bulos rojos y demas elementos aparecen tefiidos de color rojo viola-
ceo oscuro. Con hematoxilina férrica, los trofozoitos en conjunto y el
material de fondo de la preparacién toman un color gris azulado a
negro, lo que dificulta la deteccién. El uso del MIF como fijador fecal
imposibilita la muestra para la realizacién de frotis fecal, aunque tie-
ne la ventaja respecto de los anteriores de que proporciona directa-
mente un color rosaceo-rojizo a las estructuras parasitarias. A pesar
de ello, cuesta discernir las estructuras nucleares de los trofozoitos,
requiriéndose de gran experiencia ya que el maximo aumento utili-
zado normalmente en la observacion es 400x.

Estos frotis fecales se deben observar minuciosamente con objeti-
vo de inmersion, prestando especial atencién a la morfologia y tama-
flo de los trofozoitos. No debe olvidarse que estas formas son muy
sensibles y pueden sufrir degeneraciones relacionadas con la demora
en el momento de la fijacién de la muestra fecal. El nicleo es la pri-
mera estructura que se modifica, de manera que se produce frag-
mentacién del cariosoma o alteracién de la cromatina periférica o
ambos, aunque también el citoplasma puede vacuolizarse. Por todo
ello, la observacién microscépica resulta compleja al no ser la tipica
esperable. Ejemplos de ello cabe encontrarlos en la diferenciacion de
las formas trofozoicas de E. polecki respecto de las especies del “com-
plejo Entamoeba” o de la propia E. coli, o en la diferenciacién entre los
trofozoitos de E. nana e I. buetschlii.

Aunque los trofozoitos y quistes vivos tienen mayor tamafio que los
fijados, en ocasiones es imprescindible medir convenientemente las
estructuras parasitarias. Un ejemplo de ello seria la diferenciacién entre
E. hartmanni y las especies del “complejo Entamoeba”, aunque ésta pue-
de resultar dificultosa por la superposicién de los limites superiores e
inferiores del tamafio de estas especies. En este caso, la diferenciacién
se realiza porque el cariosoma de E. hartmanni es mas pequefio y com-
pacto que el del complejo, y ademas no se tifie tan intensamente.

Finalmente, debe prestarse especial atencién a la presencia de cé-
lulas epiteliales y macréfagos, que se pueden confundir con trofozoi-
tos amebianos, y de leucocitos polimorfonucleares degenerados al
poder ser motivo de confusién con las formas quisticas.

Diagnostico por cultivo y andlisis isoenzimdtico
Es uno de los métodos utilizados para la caracterizacion de las

especies del “complejo Entamoeba”, en concreto de E. histolytica y E.
dispar, puesto que sus zimodemas han sido descritos con bastante
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Tabla 1

Llave de identificacion de los estadios de trofozoito y quiste de las amebas intestinales susceptibles de hallazgo en el examen de un frotis fecal tefiido

Formas compatibles con trofozoitos amebianos
Presencia de cromatina perinuclear

Cromatina perinuclear fina y de disposicién regular; cariosoma pequefio, compacto y de localizacién generalmente central; citoplasma finamente granulado
Tamafio: rango de 10 a 60 pm; usualmente 15-20 um; citoplasma que puede contener bacterias
Globulos rojos ausentes: Entamoeba dispar/E. moshkowskii/E. histolytica

Globulos rojos presentes: E. histolytica

Tamafio: rango de 5 a 12 pm; usualmente 8-10 um (glébulos rojos ausentes): E. hartmanni

Cromatina perinuclear generalmente gruesa y de distribucion irregular; cariosoma grande no compacto, a menudo excéntrico; citoplasma gruesamente granulado
y vacuolado que puede contener bacterias, levaduras y otros detritus, pero no glébulos rojos

Tamafio: rango de 15 a 50 pm, usualmente 20-25 pm: E. coli

Tamafio: rango de 10 a 25 pm; usualmente 12-18 pm (en ocasiones, cromatina perinuclear fina y distribuida regularmente): E. polecki

Ausencia de cromatina perinuclear

Nicleo con cariosoma grande, a menudo irregular; citoplasma gruesamente granulado, muchas veces vacuolado, que puede contener bacterias

Tamafio: rango de 6 a 12 pm, usualmente 8-10 pm: E. nana

Nicleo con cariosoma grande; puede presentar granulos acromaticos alrededor del nticleo o entre el nticleo y la membrana nuclear; citoplasma gruesamente
granulado, muchas veces vacuolado, que puede contener bacterias, levaduras u otros detritus

Tamafio: rango de 8 a 20 pm; usualmente 12-15 pm: lodamoeba buetschlii

Formas compatibles con quistes amebianos
Presencia de cromatina perinuclear

Quistes maduros de 1 ntcleo; presencia de abundantes cuerpos cromidiales en racimo o una masa de inclusion de color oscuro

Tamafio: rango de 9-24 um; usualmente 9-15 pm: E. polecki

Quistes maduros con mds de 1 nicleo

Cuerpos cromidiales con extremos irregulares, en punta; quistes maduros de 8 niicleos, incluso 16; quistes inmaduros con 1, 2 0 4 nicleos con presencia

frecuente de masa glucogénica

Tamafio: rango de 10-35 pm; usualmente 15-25 pm: E. coli

Cuerpos cromidiales en racimo; quistes maduros de 4 nicleos; quistes inmaduros con 1 o 2 nticleos, con presencia frecuente de glucégeno, y formas

binucleadas frecuentes

Tamafio: rango de 5-10 pm; usualmente 6-8 pm: E. hartmanni

Cuerpos cromidiales con extremos redondeados; quistes maduros de 4 ntcleos; quistes inmaduros con 1 o 2 nticleos, con presencia frecuente de masa

de glucégeno

Tamafio: rango de 10-20 pm; usualmente 12-15 pm: E. dispar/E. moshkowskii/E. histolytica

Ausencia de cromatina perinuclear

4 nicleos (en raras ocasiones 1 nicleo); marcado cariosoma; glucégeno difuso

Tamaiio: rango de 5 a 10 pm; usualmente 6-8 pum: Endolimax nana

1 ndcleo; marcado cariosoma; vacuola de glucégeno muy visible

Tamafio: rango de 5 a 20 um; usualmente 10-12 um: I. buetschlii

detalle. No obstante, deben realizarse en laboratorios especializados,
por cuanto que el éxito sélo es del 70% a partir de muestras clinicas,
lo que conlleva un gran ndmero de falsos negativos. Este hecho, jun-
to con lo laborioso del proceso y el tiempo requerido para su realiza-
cién, hace que no pueda ser considerado en el laboratorio como un
método de rutina®.

E. histolytica se ha cultivado en medios axénicos y no axénicos*, a
diferencia de lo que ocurre con algunas cepas de E. dispar, que sélo lo
hacen en medios axénicos, como lo es el YI-S*’. En el caso de E. moshko-
vskii se pueden emplear los cultivos TP-S-1GM, TTY-SB, TYI-S-33 con
suero bovino al 10% a 24 °C o el medio TYSGM-9 con suero bovino al 5%
a 24 0 37 °C*. El analisis isoenzimatico se ha aplicado a la diferenciacién
de E. histolytica y E. dispar, no sin conllevar inmersa una problematica,
ya que se ha descrito un total de 24 zimodemas, de los cuales 21 (9 de E.
histolytica y 12 de E. dispar) proceden de muestras humanas®. Sin em-
bargo, muchas de las bandas parecen debidas a contaminaciones u otros
microorganismos presentes en los cultivos, de manera que tan sélo 3
zimodemas de E. histolytica (II, XIV y XIX) y 1 de E. dispar (I) parecen
fiables para la diferenciacién de ambas especies®.

La mayor rapidez, comodidad y sensibilidad de las técnicas inmu-
noldgicas y de analisis de ADN han venido a reemplazar este método
diagnéstico.

Diagnéstico inmunolégico

En la actualidad sélo hay pruebas destinadas a la deteccion de
anticuerpos especificos frente a E. histolytica. Si ademas se considera

que E. dispar no genera respuesta de anticuerpos en pacientes infec-
tados, la deteccién simultinea de anticuerpos antiameba, junto con
el hallazgo de quistes de E. histolytica/E. dispar en ausencia de sinto-
matologia, puede resultar orientativo de una infeccién por E. dispar®.
No obstante, antes de considerar este diagnéstico como definitivo se
debe tener en cuenta que la persistencia de la IgG anti-E. histolytica
hace que la aplicacién de este tipo de pruebas deba limitarse a paises
desarrollados en los que la infeccién por E. histolytica sea poco fre-
cuente®, ya que en areas endémicas el contacto con E. histolytica es
habitual, de manera que se estima que alrededor del 5-10% de la po-
blacién presenta anticuerpos®. Y a ello cabe afiadir que aproximada-
mente sé6lo el 83% de infectados por E. histolytica presenta valores
significativos de anticuerpos especificos*. Estos hechos limitan con-
siderablemente la utilidad de las pruebas seroldgicas para la diferen-
ciacion entre E. histolytica y E. dispar. No obstante, en la actualidad
hay un gran nimero de pruebas comercializadas para el diagnostico
de E. histolytica que, en las condiciones sefialadas anteriormente,
puede servir para diferenciar esta especie respecto de E. dispar o E.
moshkovskii (tabla 2).

También se han desarrollado métodos destinados a la deteccién
de antigenos de E. histolytica, los cuales presentan una serie de ven-
tajas: a) muchos de ellos presentan unos altos niveles de sensibilidad
y especificidad; b) son rapidos; c) son sencillos y pueden ser ejecuta-
dos por personal sin experiencia, y d) alguna de estas pruebas permi-
te la diferenciacién entre E. histolytica y E. dispar’.

La prueba inmunocromatografica comercializada empleando
anticuerpos monoclonales frente a un antigeno de 29 kDa de E.
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Tabla 2

Principales pruebas inmunolégicas para el diagnéstico de Entamoeba spp.

Pruebas comercializadas Método Diferenciacion E. histolytica-E. dispar® Fabricante

Deteccion de anticuerpos
Cellognost-Amoebiasis (IHA) Hemaglutinacién indirecta No Behring Diagnostics
Amibiasis Serology microwell EIA ELISA indirecto No LMD Laboratories Inc.
BLA-Bichrolatex-Amibe Aglutinacién en latex No Fumouze Diagnostics
IHA- Amoebiasis Hemaglutinacién indirecta No Fumouze Diagnostics
Melotest Amoebiasis EIA ELISA indirecto No Melotec S.A.
Novagnost Entamoeba IgG ELISA indirecto No NovaTec Immunodiagnostica
Amoeba Spot IF Inmunofluorescencia No Light Diagnostics
Amibiasis Serology microplate ELISA indirecto No BioMérieux
RIDASCREEN Entamoeba IgG ELISA indirecto No R-Biopharma AG

Deteccion de antigenos
TechLab Entamoeba Test ELISA de captura No TechLab
TechLab E. histolytica Il ELISA de captura Si TechLab
Entamoeba CELISA-PATH ELISA de captura Si Cellabs Pty Ltd.
Optimum S Entamoeba histolytica ELISA ELISA de captura Si Merlin Diagnostika
Triage Parasite Panel Inmunocromatografia No Biosite Diagnostics
ProSpecT Entamoeba histolytica microplate assay ELISA de captura No Remel Inc.
RIDASCREEN Entamoeba ELISA de captura Sit R-Biopharma AG
Wampole E. histolytica test ELISA de captura No Wampole laboratories

aSegin indicaciones del fabricante.
bDiferencia E. histolytica de E. coli y E. hartmanni.

histolytica/E. dispar, con una sensibilidad del 68 al 96% en funcién
del método de referencia empleado*>“%, no presenta interés para la
diferenciacion entre E. histolytica y el resto de especies del géne-
ro.

Existen técnicas de ELISA de captura de antigenos que permiten la
deteccién especifica de E. histolytica en heces, diferencidndola de
otras especies del género, fundamentalmente de E. dispar (tabla 2).
Estas pruebas estan basadas en el uso de anticuerpos monoclonales
frente a lectinas (“TechLab E. histolytica 11" y “Entamoeba CELISA PATH
kit”) o frente a un antigeno rico en serina (Optimum S Entamoeba
histolytica antigen ELISA) de E. histolytica (tabla 2).

La prueba “TechLab E. histolytica II” captura y detecta en heces la
lectina Gal/GalNac (adhesina) de E. histolytica mediante anticuerpos
monoclonales frente a esta proteina¥. Esta lectina estd altamente
conservada, lo que permite la diferenciacién entre E. histolytica y E.
dispar. Sin embargo, muestra una mayor reactividad cruzada dando
lugar a algln falso positivo, fundamentalmente con E. moshkovskii*.

Entamoeba CELISA PATH kit tiene un fundamento idéntico, si bien
las diferencias radican en la cantidad de anticuerpo que sensibiliza
cada pocillo y en que presenta una especificidad del 100%, sin reacti-
vidad cruzada con E. dispar o E. moshkovskii*®.

Optimum S Entamoeba histolytica antigen ELISA esta basada en la
captura de un antigeno rico en serina de E. histolytica. A pesar de que
esta prueba es la mas sensible de todas las citadas (100 trofozoitos/
pocillo), presenta cierta reactividad cruzada con E. dispar en mues-
tras con concentraciones elevadas de trofozoitos®.

Aunque alguna de estas pruebas puede permitir la diferenciacion
entre algunas especies de Entamoeba, su empleo queda limitado por:
a) requerir de otra prueba adicional que confirme la presencia de
trofozoitos o quistes de Entamoeba spp., ya que se detectan especifi-
camente antigenos de E. histolytica, y b) los antigenos a detectar se
desnaturalizan por la fijacion de las heces, por lo que estas pruebas
sélo se pueden aplicar a heces frescas o congeladas.

Diagnoéstico molecular

Aunque se trata de pruebas muy sensibles y especificas que pue-
den ser aplicadas a muestras fecales fijadas con APV, SAF o formalina,
el empleo de técnicas de biologia molecular para la diferenciacién de
amebas esta limitado, actualmente, a laboratorios de investigacién o
especializados. Esto es debido, entre otras razones, a la laboriosidad,
a su elevado precio y a la complejidad técnica, tanto de la extraccion
como de la amplificacién del ADN de las heces*®. Hay métodos co-
mercializados, como QIAamp DNA stool Kit (QIAGEN), que permiten
una buena extraccién fecal de ADN evitando el arrastre de posibles
inhibidores de la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)*. Este
método se puede optimizar mediante lavados adicionales o cambios
en las condiciones de la digestion con la proteina K°2. Ademas, hay
sistemas de extraccion automatizados, como la MagNA LC Worksta-
tion (Roche Applied Biosciences), el QIAGEN automated BioRobot
M48 (QIAGEN) o el Nuclisens easy MAG (BioMerieux) que ofrecen
buenos resultados®.

En la actualidad se conoce una gran variedad de técnicas basadas
en PCR convencional que permiten la diferenciacién entre las 3 espe-
cies del “complejo Entamoeba” que se basan en la diversidad genética
que presenta el gen 185 rDNA o de genes codificantes de una proteina
rica en serina, quitinasa, cistein-proteasa y actina o hemolisina?.

Para diferenciar E. histolytica y E. dispar se han llevado a cabo mo-
dificaciones de la PCR convencional, como una PCR colorimétrica
(PCR-SHELA) empleando el gen de la proteina SREPH como diana®, y
una PCR-SHELA que emplea ADN circular extracromosomal®%. Tiene
un particular interés la PCR anidada multiplex para la deteccidn si-
multanea de E. histolytica y E. dispar, que se ha utilizado con éxito
incluso en heces fijadas con formalina®°.

Para la diferenciaciéon de E. moshkovskii se ha desarrollado tam-
bién una técnica de “riboprinting™® y una PCR anidada empleando el
gen ribosomal 18S seguido de una digestién con endonucleasas®6-,
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Recientemente, se ha desarrollado un protocolo de PCR single-round
atil para la deteccién de E. moshkovskii y E. dispar, incluso en infec-
ciones mixtas, si bien las pruebas se han realizado sobre materiales
procedentes de cultivos".

También hay técnicas de PCR en tiempo real para la identificacion
y diferenciacién de E. histolytica y E. dispar, una de ellas disefiada
para ser realizada en el Light Cycler, que emplea sondas de hibrida-
cién para detectar la amplificacién del gen ribosomal 185%, y otras 2
pruebas con sondas TagMan, que utilizan como diana el gen 185%¢! y
secuencias episomales®’. Aunque estas técnicas fueron desarrolladas
para diferenciar especies de Entamoeba, los datos disponibles ofrecen
dudas sobre su efectividad®. Ademas, cabe remarcar que todavia no
se ha desarrollado técnica alguna que permita la identificacién de E.
moshkovskii.

La aplicacién de los chips de ADN (microarrays) a la diferenciacién
de especies de Entamoeba es todavia muy limitada. Se ha desarrolla-
do un método que posee una gran sensibilidad y especificidad para
la identificacion de E. histolytica y E. dispar, ademas de E. moshkovskii,
Giardia intestinalis y Cryptosporidium parvum, pero que tinicamente
se ha realizado con ADN purificado, no directamente en muestras
fecales®®. También hay otra técnica para la caracterizacién de cepas
de Entamoeba, permitiendo la diferenciacién de E. histolytica y E. dis-
pars4,

Consideraciones terapéuticas y profilacticas

La consideracién de que se trata de un grupo de amebas no paté-
genas impide realizar comentario terapéutico alguno. No obstante,
convendria dejar la puerta abierta al facultativo especialista que de-
cida dar tratamiento, habiendo descartado la existencia de otras cau-
sas infecciosas o no infecciosas, a un individuo con sintomatologia
intestinal y parasitado por alguna de estas amebas. En estos casos, se
puede usar fairmacos habituales en el tratamiento de la amebiasis
bajo la forma intestinal leve o moderada, y que estan disponibles en
Espafia, como son el metronidazol y el tinidazol®. En la bibliografia
cabe encontrar referencias a ambos farmacos, incluso asociados a
medicamentos no comercializados en nuestro pais, como el furoato
de diloxanida?22856,

Las medidas a seguir para evitar la infeccién por este grupo de
amebas deben ser las mismas que para cualquier otra protozoosis
intestinal y que basicamente estin encaminadas a interrumpir la
transmision fecal-oral de los quistes infectantes procedentes del hos-
pedador. Para ello se requiere de una adecuada educacion de la po-
blacién relacionada con el lavado de manos después de defecar y
antes de comer, evitar el consumo de agua no convenientemente po-
tabilizada, de frutas y verduras crudas sin lavar, y evitar la transmi-
sioén sexual via anal-oral.

Por tltimo, no se debe olvidar que la deteccién de una o mas de
estas amebas no patégenas en las heces de una persona, aunque no
se le confiera relevancia clinica, si la tiene desde la perspectiva epi-
demioldgica, ya que viene a indicar una deficiente educacién higie-
nicosanitaria. En este sentido, recordar la existencia de otros agentes
infecciosos, parasitos o no, de reconocida patogenicidad y que com-
parten la misma ruta de infeccién.
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