LA ENTAMEBA HISTOLYTICA DE PUERTO RICO

COMPARACION DEL VALOR DIAGNOSTICO DE SU CULTIVO Y EXA-
MEN MICROSCOPICO DIRECTO CON LA PRUEBA PATOGENICA *

Por Hitprus A. POINDEXTER
Del Departamento de Bacteriologia, Medicina Preventiva y Salud Piblica de la
Escuela de Medicina de la Universidad de Howard, Washington, D. C.

La comunicacién que aqui presentamos es el resultado ob-
tenido en 564 examenes de heces fecales distintas y del es-
tudio patogénico de la Entameba histolytica existente en algu-
nas de cilas, que practicamos en Puerto Rico durante el ve-
rano de 1932. Con cada una de las muestras se hacia un exa-
men microsedpico completo, antes y después de tefiirlas eon
la solucién yodada, y, por ultimo, a las 48 horas de siembra
y permanencia en la estufa, a la temperatura de 37.5°C.

Utilizamos casi el mismo medio de cultivo que utilizé Poin-
dexter{1) en 1932. EIl medio basico consistia de agar e infu-
siébn de higado preparado por el método de Cleveland y
Sanders(2) y medio inclinado de huevo de Boeck-Drobohlav.
La porcién liquida del medio estaba formada de una parte
de suero fresco inactivado v 9 de la solucion de Ringer o de
Locke. Utilizamos casi siempre suero de conejo, aunque al-
guna vez lo sustituimos por suero humano o de mono. Los
resultacos fueron los mismos con los tres. La solucién de
Ringer adicionada de suero fué utilizada con mas frecuen-
cia que la de Locke, porque con ella logribamos retar-
dar la rapida reproduccion de los contaminantes mas vulga-
res; por ejemplo: alguna levadura comin y un hongo, pa-
riente proximo del género Monilia, que en los cultivos y en
su morfologia se parece mucho a la M. sitophila. Cuando
usdbamos la solucién de Locke el rapido crecimiento de los
contaminantes entorpecia el de la entameba y dificultaba su
identificacion.

El protozoario encontrado con mas frecuencia fué el En-
tamoeba coli. De 364 muestras examinadas se encontrd por
el método directo en 215 muestras v por cultivo se demostro
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la presencia del E. coli en 45 de las 349 muestras que habian
resultado negativas en el examen microscopico directo, lo que
hace un total de 260 muestras positivas de E. coli. De las
215 muestras examinadas microseépicamente, 52 resultaron
positivas en los cultivos.

Demostramos la presencia de E. histolytica en 66 de las
264 muestras examinadas directamente, de las cuales 4 de las
negativas resultaron después positivas en los cultivos y 53
de las 66 positivas resultaron serlo igualmente en los cultivos.

En una sola de las muestras pudimos observar la forma
vegetativa de la amiba en actividad. Se trataba de una ex-
creta fresca que nos envié un médico, procedente de un en-
fermo con sintomas clinicos agudos de amibiasis, y en ella
determinamos la FE. histolytica tipica, con su motilidad ca-
racteristica, conteniendo corpusculos rojos ya ingeridos.
Hicimos cultivos con este espécimen e inyectamos a un perri-
llo amibas activas.

Alguna que otra vez encontrabamos en las excretas quis-
tes de ITodameba biitschlin y Endolimax nana, pero no hemos
cultivado ninguna de ellas.

Muchas excretas, sobre todo las mas recientes, contenian
Trichomonas intestinalis activas que crecian rapidamente en
los cultivos. Unas pocas contenian quistes de G' rdia lam-
blia; de ellas, dos escindieron el ectoplasma durante el cul-
tivo y ecrecieron durante 8 y 10 dias respectivamente. La
forma vegetativa de la Giardia se pudo observar en un es-
pécimen reciente. La especie Chilomastic mesnili se la ob-
servo ocasionalmente en forma quistica; en 3 casos madu-
raron y crecieron por espacio de 11, 13 y 16 dias cada una.
Determinamos asimismo dos cultivos con Embadomonas intes-
linalts pero nunca pudimos comprobar su presencia en las
preparaciones antes del cultivo.

EXPERIMENTACION

Kn el afio 1931 comunicé Marin(3) sus experiencias lleva-
das a cabo en Puerto Rico con una familia de entamebas que
no se distinguia morfolégicamente de la F. histolytica. Los
resultados por él obtenidos parecen demostrar que las enta-
mebas no ejercian ninguna accién patégena sobre los gatos
jovenes. Para determinar esta accién utilizamos estos ani-
males aceptados por todos como animales de prueba; pero
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quisimos también comprobar los resultados recientes obteni-
dos por Faust(4) en los perritos jovenes, y empezamos a pro-
bar sobre ellos la accién patégena de la forma vegetativa de
las entamebas tomadas de diferentes excretas.

Para infectar los animales de experimentacién empleamos
cultivos de E. histolytica, ya desenquistada en los tubos de
cultivos y en plena motilidad. Esperabamos a que el creci-
miento fuera suficientemente rapido que nos permitiese obser-
var en un segundo cultivo, al cabo de 24 horas, 8 6 10 trofozoos
activos por campo, bajo gran aumento. Mezclabamos enton-
ces varios tubos y tomdbamos 20 ce. de la suspension liquida
a 37.5°C y la inyectdbamos en la parte baja del colon y en
la poreién distante del ileo. Procedimos a anestesiar prime-
ramente al gatito con éter y le introduciamos un catéter blando
de goma hasta unas 6 pulgadas y media, que consideramos
lo suficiente para llegar hasta el ciego. Conectamos al ex-
tremo del catéter una pipeta ligeramente tibia, con 20 ce. de
la suspensién de trofozoos activos, que dejabamos caer por
gravedad mientras el animal colgaba de las patas traseras.
En ningtin momento tratamos de forzar su introdueccién en
el colon. La anestesia del animal y la gran cantidad del li-
quido empleado nos hacen suponer que algo de él debi6 pasar
mas alla de la valvula ileocecal y llegar al ileo. Después que
todo el contenido de la pipeta habia penetrado retirdbamos el
catéter y taponabamos el recto con algoddn, estando todavia
el animal bajo la accién del éter. Al dia siguiente (24 horas
después) sacdbamos el tapén, tirando del hilo que habiamos
dejado fuera.

Con este mismo procedimiento infectamos 11 gatitos;
cada uno de ellos con cultivos de trofozoos procedentes de
quistes de un sujeto diferente.

Resultado:

9 dias después de infectados
Muertos ____ ---3118 dias después de infectados
21 dias después de infectados

Diez de los 11 animales tuvieron trofozoos activos hasta
los 7 dias de la infeccién; 5 de éstos durante todo el periodo
de observacion (29 dias después de haberles inyectado). En
los 3 gatitos muertos encontramos la forma vegetativa de la
entameba desde el mismo dia de la inyeceién hasta el de la
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muerte. Después de ocurrida ésta hallamos la amiba en las
escarificaciones practicadas en el colon. Los tres gatos tu-
vieron diarrea, pero sélo alguna vez deposiciones disentéri-
cas. Solamente 2 presentaron las ulceraciones tipicas, ma-
croscépicas, que se observan en los gatos que mueren de ami-
biasis experimental. Las lesiones se parecian a las que des-
cribe Rees(5) en los gatos infectados si se les sacrifica en el
comienzo del periodo diarreico, antes de que se establezca la
disenteria. Los cortes microscépicos del colon, ciego y recto
presentaban zonas hiperhémicas, pero en uno solamente de
los animales la entameba ocasiond una invasién evidente de
la mucosa. Las lesiones tuvieron lugar en el ciego.

De la misma manera inyectamos también cineco perrillos,
pero sin anestesiarlos, introduciendo con suavidad el catéter
en el recto, mientras los aguantaba un ayudante, dejandolos
taponados 24 horas.

Aparecieron los trofozoos activos en las deposiciones en 3
animales (Nos. 1, 2 y 5), al cabo de los 7, 8 y 13 dias respec-
tivamente después de haberlos inyectados. ILa infeceién durd
espacios distintos de tiempo y desaparecié finalmente en todos
sin ocasionar ninguna muerte. Soélo uno de los perros pa-
recié estar realmente enfermo.

INTERPRETACION

Hemos visto que el examen microseopico completo de 564
excretas nos da un 12.4 por ciento positivo de E. histolytica
¥ 46 por ciento de E. coli. Tenemos razones para suponer
que el porcentaje de casos positivos habria aumentado con-
siderablemente si con las mismas excretas se hubieran prac-
ticado examenes microscopicos repetidos a cortos intervalos.

Si bien es verdad que el porcentaje de los resultados po-
sitivos en el examen directo solamente, y después de la siem-
bra, fué casi el mismo, no es menos cierto que combinando
ambos métodos se obtuvieron porcentajes mis altos. Cuando
s6lo hay quistes amibicos en el exeremento es mucho mas facil
para el parasitélogo poco experimentado hacer el diagnéstico
diferencial de la E. histolytica en un cultivo—con amibas
desenquistadas—que en un solo examen directo de la prepa-
racién, Por eso creemos que deberia generalizarse mas el
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empleo de los métodos de cultivo, sin desechar el examen di-
recto, pues constituyen una gran ayuda de éste.

En cuanto a los resultados experimentales, salta a la vista
que los porcentajes de infestacion en los gatos jovenes obte-
nidos en Puerto Rico con una variedad puertorriqueiia de la
E. histolytica no difieren mucho de los obtenidos en los mis-
mos animales en los Estados Unidos con variedades de entame-
bas aisladas en aquel pais; aunque el coeficiente de morta-
lidad es sin embargo, menor, y las lesiones del colon, ciego
y recto son también menos numerosas.

Creemos que estas observaciones deben aclararse pues
ello nos pondria en camino de podernos explicar porqué la
frecuencia de portadores de amibas en la excreta es tan grande
en la isla, existiendo en cambio un porcentaje relativamente
pequefio de casos clinicos de amibiasis. La explicacién re-
side quizas en los tres hechos siguientes:

(@) A pesar de que morfologicamente y en algunas de sus
caracteristicas la eutamcha de Puerto Rico se parece a la E.
histoly!i~=. no-es ella, sin embargo, la que causa la amibiasis
aguda.

(v) Con.c Ta poblacién de Puerto Rico estd expuesta cons-
tantemente al contacto con este protozoario y como, por otra
parte, se da en ella un alto porcentaje de infestacion para-
sitaria de otros protozoarios afines, puede haberse desarro-
llado en los habitantes cierto grado de inmunidad especifica
o grupal, lo que unido a la razén expuesta anteriormente qui-
zas sea una explicaciéon de lo que alli ocurre.

(¢) Téngase ademés presente que los habitos alimenticios
de la mayor parte de los habitantes de la isla—dieta de car-
hohidratos principalmente—es la mas a propédsito para dis-
minuir la actividad de la entameba, sin retardar su desarrollo
normal, ni modificar su ciclo vital. Los perros y gatos en nues-
tros experimentos fueron alimentados con una dieta similar
a la de los habitantes de la isla. Las entamebas existentes en
el canal intestinal podian surtirse asi abundantemente de hi-
dratos de carbono aptos para la absorcion. Rees(6) observé
experimentalmente que la . histolytica alimentada con fécu-
las crece méas débil en los cultivos que la que no ha te-
nido un alimento feculento, aunque el medio de cultivo haya
sido el mismo. Hemos comprobado esta observaciéon em-
pleando en nuestros experimentos harina de arroz de Slade
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y harina integral de trigo, de Ralston. Asegura Rees que a
causa de esa debilidad de la E. histolytica puede ser eliminada
antes de que invada la mucosa. KEsto es lo que influye—dice
Rees—en la pérdida del poder patdgeno con los gatos, segin
se ha observado en ciertas familias de E. histolytica que han
vivido en medios feculentos, asi como también la aparente
inocuidad de la E. histolytica procedente de los abscesos del
higado, pues en él las amibas han subsistido a pesar de ha-
berse alimentado con grandes cantidades del glicogeno he-
patico.

En vista de los hechos observados tenemos la creencia de
que las entamebas se multiplican en la proximidad de la en-
trada del colon, sin invadir la mucosa, enquistandose segiin
descienden, para aparecer mas tarde ya enquistadas en los
excerementos. .

El alto porcentaje de infestacién amibica esta en rela-
cion con las practicas sanitarias y de higiene personal de los
habitantes de un pais.

La técnica que aplicamos en nuestros experimentos en los
perros no fué la misma que la seguida por Faust(4). Difiere
la nuestra en el método de observacion y en la preparacion
preliminar de los animales,

RESUMEN Y CONCLUSIONES

La relacion evidente que tienen entre si el nimero de casos
positivos obtenidos en los cultivos, con el nimero de los que
se obtienen por examen microscépico directo, ¥y la mayor fa-
cilidad para diferenciar las formas vegetativas de la E. his-
tolytica y E. coli, de sus quistes respectivos, nos inclina a
creer que el método de cultivo que hemos descrito puede em-
plearse como procedimiento diagnéstico; sobre todo, asociado
a otros.

La forma vegetativa de E. histolytica puertorriquefia es
menos patégena para los gatos alimentados con hidratos de
carbono que las de la misma amiba procedentes de excretas
de enfermos amibidsicos en distintos Estados norteamerica-
nos, e inyectados a gatitos de la misma edad alimentados
principalmente con leche, carne y pescado.

Ninguno de los perros alimentados con hidratos de car-
hono murié de la enfermedad, aunque algunos tuvieron tro-
fozoos activos en la excreta durante varios dias. No hemos

-




LA ENTAMEBA HISTOLYTICA DE PUERTO RICO | 43

practicado ninglin ensayo de amibiasis experimental con
perros sometidos a una dieta cargada de proteinas.

Deseo expresar mi profundo reconocimiento al doctor
George W. Bachman, director de la Escuela de Medicina Tro-
pical, a su cuerpo facultativo y personal téenico, asi como a
los miembros del Departamento de Sanidad, del Hospital de
la Universidad, del Hospital Presbiteriano y de la Clinica Mi-
- ramar por la valiosa ayuda que todos me prestaron, prove-
yéndome del material y de los aparatos necesarios para lle-
var a cabo este trabajo.

R. L. trad.




