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1. RESUMEN

La amebiasis se define como la condicion de portar Entamoeba histolytica con o sin
manifestaciones clinicas.

En el presente estudio se determinaron anticuerpos anti — Entamoeba histolytica
mediante inmunofluorescencia indirecta (IF1) utilizando el kit de bioMerieux Amoeba-Spot
IF en 78 sueros obtenidos del laboratorio clinico del Hospital Regional de Talca.

Estas muestras fueron seleccionadas de acuerdo a la alteracién en sus pruebas
hepaticas, ya sea transaminasas, fosfatasa alcalina y bilirrubina total e indirecta. Se
excluyeron aquellas muestras que presentaron pruebas hepaticas alteradas debido a
serologia positiva para VIH, diagnostico de cualquier tipo de cancer y terapia con algin
antibidtico.

Las 78 muestras obtenidas fueron procesadas y analizadas en el laboratorio de
parasitologia de la Universidad de Talca, y la determinacion se realizdé en microscopio de
epifluorescencia de este laboratorio. En la seleccion de las muestras se descartaron aquellas
gue presentaron hemdlisis marcada e hiperlipidemia evidente, de acuerdo a esto se
seleccionaron 78 muestras de un total de 112 muestras recolectadas para la determinacion
de anticuerpos.

Previo a la determinacién de anticuerpos en estos sueros, se estandarizé la técnica
utilizando un control positivo que se obtuvo del Instituto de salud Publica de Chile (ISP).
Se realizaron una serie de diluciones tanto del suero control, como del conjugado, para
posteriormente utilizar como dilucién del suero 1:200 y del conjugado 1:60, y de acuerdo a
esto se trabajaron las muestras.

De las 78 muestras analizadas s6lo una presentd anticuerpos anti — Entamoeba
histolytica, observandose una intensidad de la fluorescencia de 2+. Posteriormente se
realizé el titulo del suero, que dio como resultado un titulo de 1:256. Solo se titularon las

muestras positivas.



2. INTRODUCCION

La Organizacion Mundial de la Salud define a la amebiasis: “como la condicion de
portar el parasito E. histolytica con o sin manifestaciones clinicas".

La amebiasis es una enfermedad producida por Entamoeba histolytica de
distribucion normal. Se estima que afecta alrededor de 500 millones de personas
anualmente y que de ellos 110.000 mueren por complicaciones causadas por este agente.

Entamoeba histolytica es un protozoo perteneciente a la subfamilia Sarcodina y a la
familia Entamoebidae. Existen varias especies que infectan al hombre, siendo E. dispar la
que causa una patologia sistémica de mayor gravedad. El ciclo de este paréasito implica la
existencia de portadores asintomaticos, que eliminan por sus heces quistes con capacidad
de sobrevivir bajo ciertas condiciones ambientales y que pueden infectar por via digestiva a
otras personas. La infeccion no induce una inmunidad protectora duradera.

El agente etioldgico de entamoebosis-amebiasis, E. histolytica fue descrito por
Rdsel van Rosenhof desde los primeros microscopistas del siglo XVII 'y XVIII, siendo
Ldsch quien describid la enfermedad de disenteria amebiana en 1875 en San Petersburgo,
Rusia. EI nombre de E. histolytica le fue asignado por Schaudin en 1903 por su capacidad
de lisar tejido y producir Ulceras intestinales. La especie Entamoeba histolytica fue
propuesta por Brumpt en 1925.

A partir de los afios 90, datos bioquimicos, geneticos, inmunologicos, clinicos y
epidemiologicos confirman la diferenciacion entre E. histolytica y E. dispar, la primera
ocasiona enfermedad invasora intestinal y extraintestinal y la segunda no es capaz de cruzar
la mucosa intestinal y tiene solo una accion luminal (1).

Los estudios epidemioldgicos sobre la prevalencia de la infeccion por E. histolytica
no son concluyentes y suelen presentar dificultades de interpretacion debido,
fundamentalmente, a tres factores. Primero, al reducido nimero de sujetos infectados en los
que se observa el microorganismo en un examen unico de heces. En segundo lugar, a la

confusion con otras especies amebianas a partir de la simple observacion de los quistes



fecales y, por ultimo, a la variabilidad de la deteccion de anticuerpos antiamebianos en el
suero después de la infeccion (2).

En determinadas zonas de Africa, Asia y Centroamérica la frecuencia de la
infeccion alcanza al 50% de la poblacion, hecho relacionado con las deficientes
condiciones sanitarias, el hacinamiento y el bajo nivel socioecondémico. En la inmensa
mayoria de los casos, la infeccion intestinal es asintomética (1-2).

En general se considera que 90% de los individuos infectados son asintomaticos,
10% desarrolla amebiasis intestinal invasora y solo 1% de los casos se convierte en
amebiasis extraintestinal.

Los cuadros clinicos de la entamoebosis-amebiasis intestinal son: infeccion
asintomatica, infeccion sintomética no invasora e invasora con lesiones y Ulceras en la
mucosa; la forma grave evoluciona a diarrea con moco, sangre y fiebre. El diagndstico
clinico se establece con base en sintomas gastrointestinales como: diarrea, dolor célico
abdominal, tenesmo, pujo y cefalea; éste es considerado relativamente facil y es del
dominio del médico general, solo en pocas ocasiones se recurre al especialista. La
tendencia del médico a establecer el diagnostico exclusivamente con criterio clinico
favorece el sobre-diagnostico (1-2).

Algo semejante sucede con el diagndstico etioldgico, el cual no en todos los casos
se realiza porque se tiene la dificultad de practicar examenes de laboratorio especificos. El
diagnostico parasitolégico con exactitud y precision se desempefia en los centros de salud
de tercer nivel y disminuye su calidad en el segundo y primer nivel hasta convertirse en
resultados con poca confiabilidad. La identificacion del agente causal se lleva a cabo
mediante el examen Parasitoldgico Seriado de Deposiciones (PSD) directos y de
concentracion por flotacion, técnicas que se encuentran montadas en todos los laboratorios
del pais, que son de facil ejecucion y bajo costo; en donde lo mas valioso resulta la
acuciosidad y experiencia del Tecn6logo Médico.

En cuanto a la amebiasis extraintestinal, la mas comdn corresponde al absceso
hepatico amebiano (AHA) la cual se debe a la presencia de grandes cantidades de amebas
en el higado, las que llegan ahi por el sistema porta a partir de ulceraciones intestinales,

donde aparentemente inducen una pobre respuesta inmune celular. El diagnostico de esta



patologia debe hacerse con una biopsia, aunque actualmente se utilizan métodos no
invasivos como TAC, acompafiados de diagnostico seroldgico utilizando técnicas como
ELISA, hemoaglutinacién indirecta e Inmunofluorescencia indirecta (IFI), técnica que se
utilizaré en este estudio. Se ha demostrado que los anticuerpos antiamebianos se encuentran
en un 80% de los pacientes con amebiasis extraintestinal (3).

La amebiasis intestinal afecta y es méas letal en los extremos de la vida, mientras que
el absceso hepatico es mas frecuente en varones entre 30 y 45 afios, y se asocia con una alta
mortalidad (4).



3. OBJETIVOS

Objetivo General.

e Detectar serologicamente mediante IFI anticuerpos anti — Entamoeba histolytica en
pacientes con pruebas hepaticas alteradas provenientes del laboratorio clinico del
Hospital Regional de Talca.

Objetivos Especificos.

e Estandarizar la técnica de inmunofluorescencia para la identificacion de anticuerpos
anti — Entamoeba histolytica mediante Amoeba-spot-1F, bioMérieux en el
laboratorio de parasitologia de la Universidad de Talca.

¢ ldentificar en los pacientes estudiados su correlacion con el absceso hepético.

e Determinar la prevalencia de anticuerpos anti — Entamoeba histolytica a partir de

los datos obtenidos en la poblacion a estudiar.

e Ladeteccién inmunoldgica de los anticuerpos anti — Entamoeba histolytica con

Amoeba-Spot IF es una ayuda en el diagnostico de la amebiasis.



4. ENTAMOEBA HISTOLYTICA

4.1 Descripcion.

E. histolytica/E. dispar, comparte con otras amebas comensales del tubo digestivo
su ubicacion. Las diferencias morfometricas son utilizadas para la identificacion
microscopica de trofozoitos y quistes, y en manos de un laboratorista no muy versado en
microscopia puede facilmente confundirse con Entamoeba coli, Entamoeba hartmanni,
Endolimax nana e lodamoeba bustschlii y con el flagelado Dientamoeba fragilis (1).

Se pueden diferenciar tres formas de Entamoeba histolytica: el trofozoito, el

prequiste (el que generalmente posee 2 nlcleos) y el quiste que posee 4 nucleos.

4.2 Taxonomia.

La Entamoeba histolytica es uno de los eucariontes mas primitivos pertenecen al
reino Protista y sub-reino Protozoa, familia Entamoebidae del orden Amoebida, subfilo
Sarcodina, superclase Rhizopoda de protozoos formadores de seuddpodos, de la clase
Lobosea (30).

4.3 Historia.

Entamoeba histolytica fue reconocida por Losch en un paciente con disenteria en
1875; sin embargo, el autor no establecio la relacion causa-efecto entre la ameba y los
sintomas del paciente. EI nombre de la especie fue introducido mas tarde por Schaudin en
1903. Desde entonces, la relacion hospedador-parasito ha sido motivo de controversias y
gran confusion por la notoria discrepancia entre el nimero de individuos infectados y la
baja frecuencia de la enfermedad, la cual afecta a un 10% de los parasitados (6).

En la busqueda de una explicacion plausible para tal disparidad se plantearon tres

hipdtesis: Dobell considerd que E. histolytica era un paréasito tisular obligatorio y que la



enfermedad ocurria cuando se rompia el equilibrio entre el paciente y la ameba. Kuenen y
Swellengrebel consideraron al protozoo como un comensal que, bajo la influencia de
ciertos estimulos, invadia los tejidos.

Por ultimo, Brumpt en 1925 propuso el concepto de que E. histolytica comprendia
dos especies morfoldgicamente idénticas, una no patdgena y otra patdgena responsable de
la amebiasis invasiva, pero que era posible la existencia de portadores asintomaticos;
propuso el nombre de E. dispar para la primera y E. dysenteriae para la segunda. Este
concepto no fue ampliamente aceptado y E. dispar paso al anonimato, como sinonimo de E.
histolytica, durante mas de medio siglo cuando se empezaron a acumular evidencias de que
Brumpt estaba en lo cierto.

En 1978, Sargeaunt empez6 a analizar el patron electroforético de las isoenzimas de
la hexoquinasa de E. histolytica, estableciendo su gran valor para el estudio de la relacion
hospedador-parésito. Logré determinar dos tipos de patrones electroforéticos, los cuales
denomind “zimodemas patdgenos” y “zimodemas no patégenos”. El autor, en conjunto con
otros investigadores de Estados Unidos, México, Europa, Israel, India, Japon y Sur Africa,
estudio la distribucién mundial de los zimodemas del parasito en alrededor de 10.000 casos
de amebiasis. Todos los pacientes con amebiasis invasiva estaban infectados con amebas
que presentaban zimodemas patogenos y aquellos con infecciones asintomaticas tenian
zimodemas patdgenos y no patdgenos.

Estos hallazgos condujeron a Sargeaunt a postular en 1982 que en la amebiasis
estaban involucradas dos especies, una patdégena y otra no patogena, y que la propuesta de
Brumpt debia ser aceptada.

Un grupo de investigadores de Sur Africa se dedicd a estudiar la relacion
hospedador-parasito comparando los hallazgos de zimodemas patdégenos y no patdgenos
con los hallazgos clinicos, epidemiolégicos y seroldgicos. En individuos con amebiasis
asintomatica demostraron que el 1% albergaba E. histolytica y el 9% E. dispar y en
pacientes con amebiasis sintomatica o invasiva demostraron que la respuesta seroldgica se
asocia a los zimodemas patdgenos, pero no a los no patdgenos (6).

Estos estudios y los de Sargeaunt permitieron llegar a la conclusién de que la ameba

clasicamente conocida como E. histolytica en realidad comprende dos especies



morfoldgicamente idénticas: E. histolytica responsable de la enfermedad y E. dispar que es
un comensal intestinal. La infeccion con la primera puede ser asintomatica y desaparecer
espontaneamente o hacerse invasiva y producir la enfermedad. Estudios genéticos recientes
han demostrado una divergencia gendmica entre las dos amebas (7), hallazgo que
constituye una evidencia irrefutable de la existencia de dos especies diferenciables por
métodos bioquimicos, inmunologicos y genéticos. Esta redefinicion de la clésica E.
histolytica revoluciona el conocimiento que se tenia de la relacion hospedador-parasito,
epidemiologia y métodos 6ptimos de diagndstico de esta ameba. Sin embargo, aun cuando
esclarece la causa de la falta de correlacion entre el nimero de infectados y el nimero de
enfermos, no resuelve la incognita de cuales son los factores que inducen a este parasito a
invadir los tejidos.

La aceptacion de la especie E. dispar cambia drasticamente la epidemiologia de la
amebiasis. Se tenia el concepto que el 10% de la poblacién mundial esta infectada con E.
histolytica, que solamente el 10% de los parasitados desarrolla la enfermedad y que 500
millones de personas en el mundo se infectan anualmente (2). A la luz de la existencia de
dos especies dentro de lo que clasicamente se conocia como E. histolytica, se puede estimar
que el 90% de estos individuos estan parasitados por E. dispar y sélo el 10% alberga E.
histolytica y de estos Gltimos uno de cada diez desarrolla la enfermedad. EI nimero de
individuos infectados se reduciria a 50 millones por afio, de los cuales 5 millones (10%)
enfermarian.

A partir de 1993, datos bioquimicos, genéticos, inmunologicos, clinicos y
epidemiologicos confirman la diferenciacion entre E. histolytica y E. dispar. Hasta 1996 la
identificacion de trofozoitos y quistes de E. histolytica se realizaba exclusivamente
mediante la observacion microscopica, pero ésta no permite establecer diferencias
morfoldgicas entre las dos especies. Las técnicas de laboratorio que hacen posible esta
diferenciacion son el analisis de isoenzimas (zimodemas), la captura de antigeno en heces,
reaccion de polimerasa en cadena (PCR) para la amplificacion de la pequefia subunidad de
RNA ribosomal y cultivo axénico, las cuales se realizan en laboratorios de referencia de
cada pais (1-22-25).



4.4 Morfologia.

4.4.1 Trofozoito.

Es un anaerobio facultativo de 10-40 u de diametro, muy activo y pleomorfico, su
citoplasma carece de algunos organelos que se encuentran en la mayoria de los eucariontes
como son: citoesqueleto estructurado, microtibulos citoplasmaticos, mitocondrias y
sistema de lisosomas primarios y secundarios, se alimenta por fagocitosis y digestion
intracelular de nutrientes, se diferencia de los procariontes por tener un nucleo organizado,
genoma complejo y superficie constituida por una sola membrana plasmaética. Su tamafio es
apenas 4 a 5 veces mayor que un glébulo rojo (7-8).

t.;,_-::

Trofozoito de
E. Histolytica

Figura 1. Trofozoito: vista microscopica.

La aparente simplicidad estructural citoplasmatica de las amebas hace que el sélido
conocimiento sobre la biologia celular sea casi inutilizable para la comprension biolégica
del parésito; los componentes amebianos aislados se degradan por sus proteasas; la
fragilidad de las amebas limita de forma sensible su manipulaciéon y, finalmente, los

cultivos son muy susceptibles a variaciones en sus componentes.



Visto al microscopio electrénico de transmisién, el citoplasma de los trofozoitos es
hialino, aparece como un conjunto de vacuolas dispuestas en una matriz granular. En
amebas obtenidas en casos de disenteria, muchas de esas vacuolas contienen glébulos rojos;
en las amebas provenientes de cultivos mixtos se encuentran llenas de almidén o de
fragmentos de bacterias.

La movilidad de los componentes citoplasmaticos de la ameba, su desplazamiento
relativamente rapido sobre el substrato, la explosiva formacion de seuddpodos y la voraz
capacidad de ingerir particulas y células de todo tipo que se encuentren en su camino,
constituyen los atributos mas llamativos de las amebas patdgenas. Posee seuddpodos
digitiformes.

Durante la division nuclear aparecen los microtabulos, Unicos componentes bien
definidos en la fase de la multiplicacion celular. Se ha descrito el nacleo como “forma de
carreta”.

Los trofozoitos se multiplican en la luz intestinal por division binaria y se enquistan,

produciendo a su vez quistes cuadrinucleados (8-27).

4.4.2 Quiste.

Los quistes son formas redondas o ligeramente ovaladas de 8 a 20 u de didmetro, las
cuales, en muestras sin tefiir, se pueden ver como cuerpos hialinos con pared refringente.

Su citoplasma es incoloro permitiendo la visualizacion de los llamados cuerpos
cromatoides y nucléolos en nimero de uno a cuatro, su citoplasma ademas posee vacuolas
de glicdgeno (13).

Los quistes son una forma de resistencia de la E. histolytica, ya que pueden
sobrevivir fuera del huésped por semanas 0 meses en un ambiente humedo.

El proceso de enquistamiento de la ameba se da cuando las condiciones ambientales
le son desfavorables a los trofozoitos.

AUn hoy, dicho evento dista mucho de ser entendido cabalmente por la incapacidad
de reproducir el fendmeno para la E. histolytica in vitro, sin embargo, se ha podido

confirmar un papel importante de la quitina (polimero de N-acetilglucosamina unida por



enlaces o (1-4), muy comuUn en hongos, crustaceos e insectos pero ausente en humanos) en
la transformacion in vitro del trofozoito de E. invadens a quiste. Esto pudo comprobarse
con inhibidores especificos de quitina los que disminuyeron notablemente el nimero de

quistes formados en cultivo (8-9-27).

Entamoeba histolytica Entamoeba histolytica
cyst
. L i

immature cyst

{by P.W. Pappas and S.M. Wardrop) (hy POV, Pappas and S.M. Wardrop)

Figura 2. Quistes de Entamoeba histolytica.

Como se puede a preciar en la figura 2 los quistes de Entamoeba histolytica son
redondos, posee una membrana bilaminar, con la presencia de 4 nucleos.

El quiste puede o no presentar el cuerpo cromatoidal, (con forma de puro), el que se
encuentra en el citoplasma. Cada nucleo tiene un nucleolo el cual es puntiforme y central.
Se diferencia de la Entamoeba coli, la cual puede tener 4 a 8 nicleos, incluso mas, en la
ubicacion y forma del nucleolo.

Entamoeba coli presenta una cromatina del cariosoma excéntrica y su cromatina
periférica es irregular, a diferencia de la de E. histolytica.

Los prequistes (1 a 2 nucleos), por mitosis forman el quiste maduro de 4 nucleos, el
cual se elimina por la deposicion formada, no en las diarreicas, las cuales eliminan
predominantemente trofozoitos.

Estudios han demostrado que el genoma de E. histolytica tiene un tamafio alrededor

de 18-20 Mb y esta partido en 14 cromosomas. Estos estudios son bastante nuevos, y no



estan acabados, han sido realizados por el instituto de Sanger con la colaboracion de la
escuela de Londres de la higiene y de la medicina tropical méas el Instituto de Investigacion
del Genoma (8-12).

4.5 Epidemiologia.

La infeccion con E. histolytica tiene una distribucion universal y genera una
enfermedad cosmopolita. Junto con Giardia lamblia, son las infecciones parasitarias
preponderantes en Estados Unidos. La amebiasis es mas frecuente en regiones tropicales,
climas calidos y templados, pero mas aun en areas pobres y mal saneadas donde priva el
hacinamiento y el mal manejo de aguas y de excretas, de ahi que sea mas frecuente la
infeccion y la enfermedad. De hecho se ha escrito que afecta al 10 a 20 por ciento de la
poblacién mundial y alcanza prevalencias de 30 y hasta 55 por ciento en regiones tropicales
y subtropicales mal saneadas.

En Colombia y Brasil se calculan prevalencias de hasta 40 por ciento, y en Costa
Rica de 27 a 55 por ciento, posiblemente relacionadas también con altas prevalencias de
desnutricion.

En otras regiones del tercer mundo se han reportado prevalencias de entre 3.2% en
Bangladesh hasta 30% en Arabia (4-10).

En forma general, la aceptacion de la especie E. dispar dado por los estudios de
Sargeaunt cambia dréasticamente la epidemiologia de la amebiasis. Se tenia el concepto que
el 10% de la poblacion mundial esté infectada con E. histolytica, que solamente el 10% de
los parasitados desarrollan la enfermedad y que 500 millones de personas en el mundo se
infectan anualmente (2-22-27).

A la luz de la existencia de dos especies dentro de lo que clasicamente se conocia
como E. histolytica, se puede estimar que el 90% de estos individuos estan parasitados por
E. dispar y s6lo el 10% alberga E. histolytica y de estos ultimos uno de cada diez desarrolla
la enfermedad. El nimero de individuos infectados se reduciria a 50 millones por afio, con
una letalidad que oscila entre el 0.1 y 0.25 % (entre 40 y 110 mil muertes), siendo a nivel

mundial la tercera parasitosis causante de muerte (4-10).



La amebiasis intestinal afecta y es mas letal en los extremos de la vida, mientras que
el absceso hepatico es mas frecuente en varones entre 30 y 45 afios, y se asocia con una alta
mortalidad (4-27).

Est4 universalmente aceptado que el hecho de habitar en zonas endémicas es un
factor que condiciona un elevado riesgo de infeccion. En los casos de viajeros o residentes
temporales en estas zonas, su adquisicion se asocia por lo general con una permanencia
superior a un mes, aunque la frecuencia puede estar subestimada ya que suele detectarse
Unicamente cuando se producen sintomas en el viajero. Otro grupo de alto riesgo son los

homosexuales, debido a la transmision de quistes por medio de sexo oral-fecal (13).

4.5.1 Epidemiologia en Chile.

En nuestro pais existen datos sobre la frecuencia de la anticuerpos anti — Entamoeba
histolytica recogidos mediante estudios serologicos de Inmunofluorescencia Indirecta, el
mas reciente fue publicado en 1984 en la revista medica de Chile, donde se estudio la
frecuencia de seropositividad para amebiasis en 932 muestras de suero provenientes de
dadores de sangre adultos aparentemente sanos de diferentes ciudades de Chile tales como
Arica, lquique, Antofagasta, Copiapd, Vallenar, Illapel, Quillota, Talca, Chillan,
Concepcidn, Coyhaique y Punta Arenas. La seropositividad total encontrada fue de 8.9%
(83/932), con un rango de 1 a 22% dependiendo de la region estudiada, la mayor frecuencia

se encontro en Iquique en comparacion al resto del pais (16).

4.6 Ciclo de vida.

El ciclo de vida es relativamente sencillo. La infeccion se inicia con la ingesta de
quistes (los cuales son capaces de resistir el pH gastrico) provenientes de agua o alimentos
contaminados con materia fecal. En el intestino delgado ocurre la llamada desenquistacion
dado por las condiciones favorables en el interior (temperatura mayor que en el exterior, pH

neutro a alcalino, presion de oxigeno baja), si no fuera asi los quiste se eliminan como tales.



Este proceso consiste en la division del quiste cuatrinucleado que da origen a ocho
nucleos (estado metaquistico transitorio), la division citoplasmica continta y emergen ocho
trofozoitos.

Los trofozoitos se dirigen al intestino grueso para colonizarlo, penetran la mucosa
con la ayuda de algunas enzimas, produciendo una uUlcera mediana, ahi se alimentan de
bacterias y restos celulares. La Ulcera es mas profunda en la capa interna del intestino.

Si pasa a la sangre, por el sistema portal infecta al higado, provocando un absceso
hepatico, si llega al pulmén produce absceso pulmonar, y si llega al cerebro produce un
absceso cerebral. Finalmente, los trofozoitos pueden enquistarse completando el ciclo.

En la mayoria de los individuos infectados la E. histolytica habita como comensal

inofensivo en el intestino grueso (8-11-27-29).
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Figura 3. Ciclo de vida.



4.7 Virulencia.

Mucho se ha avanzado en el conocimiento de la biologia de la E. histolytica a partir
de la aparicion de los primeros medios sintéticos para su cultivo y su posterior
perfeccionamiento, sin embargo, el papel de la respuesta inmune en el control de la
enfermedad no estéd bien establecido, menos aun el singular comportamiento del parasito
observado por décadas, que con frecuencia actia como comensal y mas raramente como
invasor.

La explicacion a esta conducta ha dado origen a una controversia que persiste
actualmente, en torno de si existen distintas especies de Entamoeba morfol6gicamente
idénticas pero de diferente patogenicidad y/o virulencia o de si es una sola especie que
expresa estas caracteristicas sélo bajo ciertas circunstancias del medio o del huésped. Al
parecer la balanza se inclina por la postura que sostiene que existen distintas especies de
Entamoeba que son morfologicamente identicas. Entamoeba dispar, la especie mas comdn
se asocia principalmente con el estado de portador asintomatico.

La especie patogénica, referida como E. histolytica tiene la capacidad de invadir los
tejidos y causar enfermedad sintomatica. La existencia de especies distintas fue
inicialmente sugerida por los estudios de zimodemas. Asi, distintos zimodemas se
asociaron con la enfermedad sintomatica invasora (E. histolytica) o con el estado de
portador asintomatico (E .histolytica o dispar).

La investigacion utilizando sondas de RNA o DNA indicaron diferencias genéticas
entre E. dispar y E. histolytica. Utilizando la técnica de PCR se han encontrado diferencias
en fragmentos gendmicos de DNA entre ambas especies. En muestras clinicas se han
podido distinguir cepas patogénicas de las no patogénicas empleando cDNA y lo mismo
puede decirse cuando se han empleado sondas de rRNA. En lo que se refiere a diferencias
antigénicas entre E. dispar y E. histolytica se han encontrado diferentes epitopos en la
subunidad pesada de 170 kDa de la lectina inhibible por galactosa en E. histolytica pero no
en E. dispar. Otra diferencia es la presencia de eritrocitos ingeridos por la E. histolytica lo

que no sucede con la E. dispar (11-22).



En general la patogenia depende si la cepa es patdgena, de las sustancias tdxicas que
libera, ya sea enzimas o citotoxinas, de su asociacion con otras bacterias, y del estado
inmunolégico y nutricional del huésped (la abundancia de hierro facilita la invasion) (13).

Entre la variedad de los factores de virulencia de Entamoeba histolytica, se conoce
una adhesina lectina (Gal/GalNAc) de 260 kDa la cual produce una colonizacion inmediata
y respuestas del huésped subsecuentes. La Gal/GalNAc lectinas reconocida por ser
inmunogénica juega un rol esencial en la citolisis y fagocitosis.

Esta adhesina es una proteina multifuncional, formada por heterodimeros de
cadenas pesadas (170-kDa) y livianas (35/31-kDa). La adherencia de la molécula del
parasito ha sido demostrada por su adhesion a eritrocitos humanos, neutréfilos, colonias de
mucina, algunos epitelios y a ciertas bacterias cuando la lectina es inhibida por galactosa.
Finalmente se ha descubierto una funcién de esta molécula, la que sugiere una disminucién
de los niveles de antioxidantes (deplecién de los niveles de radicales libres) (15-17-26).

Otro factor descrito que se involucra en la virulencia de este paréasito es la formacion
de un poro en la ameba misma. Se le denomina amebaporo y corresponde a un péptido que
forma un canal de 77 residuos de aminoacidos, los cuales han sido purificados; la proteina
ha sido ordenada, y los genes respectivos han sido reproducidos. Tres isoformas de
amebaporo se han descrito, A, B, y C y estan presentes en una proporcion de 35:10:1,
respectivamente.

Lo que mantienen en comun las diferentes isoformas es un residuo de cistina en
posiciones idénticas, ademas de un residuo de histidina cerca del extremo C terminal. In
vitro este factor de virulencia ha demostrado tener una gran actividad litica de células
humanas (15-22).

Por medio de electroforesis en gel se han encontrado proteasas, especificamente
cisteinas las cuales cumplen diferentes funciones, como destruccion de hemoglobina
(hemoglobinasa de 80 kDa) histolisinas de 29kDa, etc, las cuales se involucran también en

este proceso.



4.8 Respuesta inmune en la amebiasis.

La evidencia de que es muy rara la recurrencia en la amebiasis invasora confirma
que existe inmunidad protectora. Por otro lado se ha hecho énfasis en la relativa

importancia de la inmunidad celular sobre la inmunidad humoral en la amebiasis.

4.8.1 Inmunidad humoral.

Se sabe que después del séptimo dia de desarrollo de un AHA aparecen en el suero
titulos elevados de anticuerpos anti-amebas, los cuales persisten hasta por diez afios. El
papel protector de dichos anticuerpos se pone en entredicho debido a que el AHA sigue su
curso, a pesar de que como es sabido los anticuerpos anti-lectina son capaces de inhibir la
adherencia de las amebas in vitro. Por otro lado el suero de individuos testigos e infectados
(con altos titulos de anticuerpos anti-ameba) es capaz de lisar trofozoitos de cepas no
virulentas in vitro, por activacion del complemento en cualquiera de sus dos vias, clasica o
alterna. Sin embargo, las cepas virulentas de E. histolytica son resistentes a la lisis mediada
por complemento.

Existe una respuesta de IgA secretora contra la E. histolytica durante la amebiasis
invasora como lo prueba la presencia de anticuerpos en el calostro y la saliva. No se sabe si
es la infeccion producida por E. dispar o E. histolytica lo que induce una respuesta de IgA
intestinal que sea efectiva para eliminar al parasito del intestino. No obstante, no existe
evidencia de que la amebiasis intestinal ocurra con mas frecuencia o sea mas severa en
individuos con deficiencias de IgA. Lo que si se sabe, es que los trofozoitos de E.
histolytica son capaces de degradar a la IgA secretora humana, rasgo que podria

interpretarse como un mecanismo de defensa del parasito a nivel de las mucosas.

4.8.2 Inmunidad celular.

Al parecer la inmunidad celular desempefia un papel protector importante en la

amebiasis como lo sugieren las respuestas celulares obtenidas en modelos animales; la



depresion de estas respuestas resultd en un incremento de la invasividad y se comprob6 que
la proteccion por vacunacion antes de la infeccion se debia a una respuesta inmune celular.
Debe notarse que durante la fase aguda del AHA, puede ocurrir una depresion transitoria
de: la respuesta inmune celular medida por hipersensibilidad de tipo tardio hacia ciertos
antigenos amebianos, el numero de linfocitos T, la produccion del factor inhibidor de la
migracion.

En relacion a los linfocitos T, se ha observado que los pacientes con AHA tienen
una relacion T4/T8 menor a los individuos sanos, pero una vez que se curan, los niveles de
linfocitos T4 se restablecen, asi como sus respuestas celulares contra la E. histolytica in
vitro (31).

4.9 Cuadro clinico.

4.9.1 Amebiasis.

De acuerdo a los sindromes presentados por los individuos infectados, la amebiasis
puede ser agrupada como: asintomatica, sintomatica sin evidencia de invasion tisular y
sintomatica con evidencia de invasion tisular. Esta es una enfermedad que se relaciona con
la pobreza, la ignorancia, malas condiciones sanitarias, de hacinamiento y desnutricion. La
amebiasis estd ampliamente distribuida en el mundo, siendo India, Sur y Oeste de Africa,
Lejano Oriente y Sur y Centro América, las areas con mayor incidencia. Como ya se
menciond, se calcula en 500 millones el nimero de personas infectadas, de éstas sélo el

10% desarrollan la enfermedad, llegando a ser letal en el 0.1% de estos Gltimos (27).

4.9.2 Amebiasis intestinal.

Esta es la forma sintomatica mas frecuente de amebiasis, sin embargo, los sintomas

de esta enfermedad son inespecificos y de poco valor en estudios epidemiolégicos.



La E. histolytica es capaz de multiplicarse en la luz y en la pared del intestino
grueso. Cuando no hay invasion de la pared, el portador es asintomatico, lo que constituye
aproximadamente el 75% de los casos que presentan el parasito al examen coproldgico.

Inicialmente el punto de penetracion se manifiesta como una alteracion
microscopica de la mucosa y submucosa. Cuando las amebas se han multiplicado
suficientemente se produce una lesién puntiforme que se observa como una pequefia
prominencia, que es el origen de la laceracion.

Los trofozoitos se multiplican en la parte méas profunda de la lesion, con tendencia a
destruir los tejidos de manera horizontal, por debajo de la mucosa intestinal, cuando esto ha
sucedido se constituye la lesion caracteristica llamada “botdn de camisa” la cual consiste en
una papula con una pequefia laceracion central que se prolonga de manera mas amplia en la
base.

Dos a seis semanas después de la ingestion de quistes infecciosos, se presenta una
colitis amebiana sintomatico. Gradualmente, aparece un dolor abdominal inferior y una
ligera diarrea, que va seguido por malestar, pérdida de peso y dolor de espalda y abdominal
inferior difuso.

Cuando la multiplicacién de las amebas ha sido suficientemente grande para destruir
una mayor cantidad de mucosa intestinal, se producen ulceraciones con fondo rugoso y
abundante moco. Las ulceraciones confluyen, abarcan mayor extensién y dan origen a
formas necrdticas graves (8-11-21).

Menos del 10% de los casos con amebiasis intestinal invasora resulta en infecciones
severas mortales como colitis amebiana ulcerativa, megacolon tdxico o disenteria amebiana

fulminante, ameboma o granuloma amebiano y apendicitis amebiana (11).

Amebiasis intestinal invasiva aguda.

e Gran cantidad de evacuaciones, pujos y tenesmos.

e Cada vez se elimina menos materia fecal hasta ser s6lo moco sanguinolento (esputo
rectal).

e Sin fiebre.

e Puede complicarse y pasar a la cronicidad o curarse.



Amebiasis intestinal invasiva crénica.

e Colitis sin disenteria.
e Dolor abdominal, diarrea, moco.

e Pujoy tenesmo.

Colitis amebiana fulminante.

e Fiebre alta.
e Hemorragia masiva.
e Sensibilidad abdominal.

e Se trata con colectomia y tratamiento quimioterapico intenso (13).

4.9.3 Absceso hepatico amebiano (AHA)

El AHA se debe a la presencia de grandes cantidades de amebas en el higado, las
que llegan ahi por el sistema porta a partir de ulceraciones intestinales, donde
aparentemente inducen una pobre respuesta inmune celular. Se ignora si esto se puede
generalizar para todos los casos en humanos o simplemente si se debe a que una incipiente
respuesta celular ha escapado a su deteccion en las series de biopsias examinadas.

Utilizando modelos animales se ha podido establecer los eventos celulares que
siguen a la infeccion por E. histolytica. Asi sabemos que; a las pocas horas de la llegada de
la E. histolytica a los sinusoides hepaticos, se produce una reaccion inflamatoria de tipo
agudo (donde predominan los leucocitos polimorfonucleares (PMN), entre ellos algunos
eosindfilos y escasos mononucleares) alrededor de las amebas, notandose en la periferia de
dichos infiltrados nucleos picnoticos y citoplasma eosinofilico (15).

Estas lesiones aumentan de tamafio y se van haciendo mas irregulares, los PMN
sufren la lisis progresiva por accion del parésito y el numero de mononucleares se
incrementa, los hepatocitos sufren de necrosis y las lesiones tienden a ser confluentes dando
origen a granulomas que contienen en el centro material necrético o eosinofilico.

Finalmente, después del quinto dia, la coalescencia de los granulomas dan origen a

zonas necréticas, el desenlace de dicho proceso generalmente es la muerte. En opinion de



algunos expertos, este aspecto microscopico no justifica el término absceso. Su incidencia
es de aproximadamente el 2% de los adultos infectados con E. histolytica en areas
endémicas y de 4% en las epidémicas.

Las amebas pueden hacer metastasis mas facilmente del higado que en el intestino,
hacia otros drganos. EI AHA es 13 veces mas frecuente en hombres que en mujeres y 10
veces mas frecuente en adultos que en nifios; existen estudios que sefialan una posible

relacion entre el AHA 'y la frecuencia de ciertos haplotipos en algunos grupos étnicos (11).

4.9.4 Amebiasis pleuropulmonar

e Complicacioén por rotura de absceso.
e Dolor toracico, tos expectoracion, derrame pleural.

e Puede dar fistula y amebiasis cutanea.

4.9.5 Amebiasis cutadnea y mucosa

e Pacientes de poca higiene.

e Ulceras perianales y genitales.

e Pueden destruir completamente una region e incluso llegar al hueso.
e Ulcera de fondo htimedo necrético y olor fétido.

e En preparaciones en fresco se observan abundantes trofozoitos.

4.9.6 Absceso cerebral amebiano

e Secundario a diseminacion hematdgena.

e La infeccion puede ser mortal. Se da en pacientes inmunocomprometidos.



4.10 Histopatologia de algunos tipos de amebiasis.

Amebiasis cerebral:

Figura 4. Muestra de tejido cerebral donde se observan las amebiasis (14).

Amebiasis intestinal:

Figura 5. Muestra de tejido intestinal en paciente con colitis amebiana fulminante.

Como se observa en la figura 5 se puede apreciar severas lesiones nodulares
pequefas de 0,1 a 0,5 cm, caracteristica de esta patologia. Se observan areas ligeramente

elevadas de la mucosa, con centros necroticos irregulares rodeados por tejido edematoso.



Los centros necroéticos estan llenos de un material mucoidal amarillento, excepto en
2 Ulceras, donde el centro es hemorragico. Los pliegues de la mucosa tienen un aspecto

normal, aungue existe un segmento atascado y edematoso (15).

Figura 6. Tejido intestinal de conejo. Forma experimental.

Como se aprecia en la figura 6 con tincién de azul de toloudina, los trofozoitos
invaden el epitelio interglandular generalmente se encuentra respuesta de células
inflamatorias (neutrofilos). La infiltracion de células alrededor de las amebas conduce a una
répida lisis de los neutréfilos y por ende necrosis del tejido. Estas células inflamatorias rara

vez se encuentran en raspado de mucosa rectal. Se aprecia una gran pseudovaina (15).

Figura 7. Imagen de microscopia electronica de tejido intestinal.



La imagen A de la figura 7 muestra como los trofozoitos se adhieren
preferencialmente al elevado epitelio interglandular. La imagen B muestra una Ulcera

superficial, y la imagen C muestra una Ulcera mas avanzada (15).

Figura 8. Biopsia hepatica de paciente con absceso hepatico amebiano. Se observan

claramente los trofozoitos y quistes del paréasito.”

4.11 Diagnostico.

Los sintomas mas importantes son dolor en el cuadrante superior derecho, fiebre
(38-39°C), malestar general, astenia, adinamia y tos no productiva. El dolor aumenta con la
respiracion y la tos propagandose al hombro derecho cuando hay compromiso
diafragmaético. En el examen fisico se encuentra hepatomegalia dolorosa y dolor puntual a
la palpacion intercostal o subcostal.

Puede haber leucocitosis con desviacion a la izquierda, anemia con hematocrito
menor de 35%. Las pruebas hepaticas pueden estar alteradas, por ejemplo la albimina, el
tiempo de protrombina, la fosfatasa alcalina, la AST y las bilirrubinas, aunque estas
alteraciones son mas frecuentes en el absceso pidgeno.

La enfermedad se puede dividir en aguda, con menos de 10 dias de sintomatologia,
y cronica con mas de dos semanas de evolucion sintomética. La respuesta al manejo es

similar tanto en la forma aguda como en la cronica.



Las complicaciones del absceso son sobreinfeccion, aumento de tamafio del 6rgano
y ruptura hacia érganos vecinos.

Las amebas pueden alcanzar la circulacion mayor y distribuirse por via hematégena
a cualquier o6rgano. Si hay compresion sobre el arbol biliar, se observa ictericia obstructiva.
Por tanto el diagnostico de amebiasis, ademas de basarse en la sintomatologia clinica, que

puede ser muy variable, debe ser confirmada por exdmenes de laboratorio (18-21-23-29).

4.11.1 Amebiasis intestinal.

El estudio parasitologico de las heces resulta de utilidad en los casos de amebiasis
intestinal, dado que es posible observar en la materia fecal la presencia de trofozoitos y méas
a menudo, de quistes, también puede ser establecido por histopatologia en tejidos.

El parésito se observa por microscopia Optica mediante las técnicas de PAF para
observar trofozoitos o Telemann modificado para observar quistes, en ambas técnicas las
preparaciones son fijadas y tefiidas. Las muestras fecales son recolectadas en forma seriada
dia por medio 3 examenes por técnica debido a que el protozoo se elimina en forma ciclica
obteniendo un 99% de sensibilidad en los 5 dias de estudio al realizar ambas técnicas y

70% al realizar solo una (2-19).

4.11.2 Amebiasis hepética (AH).

En la amebiasis extraintestinal como en el absceso hepatico el parasitoldgico seriado
no tiene importancia ya que solo confirma amebiasis intestinal y su negatividad no descarta
la amebiasis hepatica, ya que solo en el 13-45% de los casos el examen es positivo. En el
diagnostico de absceso hepatico (AH) se debe tener en cuenta que puede ser de origen
amebiano o no amebiano. Si se sospecha clinicamente, se requiere de examenes
imaginolégicos como el ultrasonido, inmunolégicos y microbioldgicos para confirmar la
etiologia. Sin embargo, la demostracion del agente etiologico, en el caso del AHA es de

riesgo para el paciente, ya que requiere de metodos invasivos como la puncion hepatica.



Debido a las dificultades mencionadas, las pruebas inmunodiagnosticas para
detectar anticuerpos contra E. histolytica han sido de gran utilidad en casos de amebiasis
extraintestinal, ya que los anticuerpos antiamebianos en la practica se observan en la
totalidad de los pacientes. Las pruebas seroldgicas son positivas en mas del 90% de los
casos, siendo descritas las técnicas de hemoaglutinacion indirecta, inmunodifusion (1D),
fijacion del complemento, contrainmuno-electroforesis, inmunofluorescencia indirecta y
ELISA. Por otra parte, el Western-Blot (WB), permite la deteccion de antigenos especificos
de E. histolytica, los cuales son reconocidos por sueros de individuos sintomaticos y
asintomaticos evitando las reacciones cruzadas con otros parasitos intestinales (18).

Los distintos anticuerpos frente a diversos antigenos de E. histolytica y que,
mediante inmunoelectrotransferencia, corresponden a proteinas de alrededor de 37, 43, 59,
90, 110 y 170 kD. De todos ellos, el antigeno de 170 kD, que es una glucoproteina con
capacidad de fijacion (lectina-galactosa), es capaz de inducir una respuesta de anticuerpos
especificos en mas del 95% de los pacientes con amebiasis invasora. Otro antigeno
estructural de superficie, rico en cisteina y cuyo gen codificante fue identificado a
principios de la presente década, posee un peso molecular de 29 kD.

La constitucion antigénica comentada explicaria la existencia de reactividades
cruzadas frente a antigenos especificos del VIH, como la gp160 y la p24 por parte de los
individuos infectados por E. histolytica y que han desarrollado un absceso hepatico (2-3).

Los titulos positivos de 1gG por ELISA, contra E. histolytica en areas endémicas,
contintia siendo la prueba de referencia para buscar la etiologia amebiana en el absceso
hepatico. Dado que ésta no puede diferenciar una infeccion aguda de una pasada en areas
de alta endemia, se debe correlacionar la historia clinica y los resultados de laboratorio para
definir el diagndstico y tratamiento, debido a que puede confundirse con un absceso
hepatico no amebiano o bien que el paciente presente memoria inmunoldgica para E.
histolytica. Por esto se requiere el desarrollo de nuevas pruebas diagndsticas que pueden
diferenciar infeccion reciente de pasada por E. histolytica y que, a su vez, tengan aplicacion
en la préctica clinica.

Recientemente fue descrito un método para deteccion especifica de IgA antiameba

en saliva. En el estudio se demuestra que sélo los portadores de amebas dan valores de IgA,



pero no las personas que no presentan al parasito en heces. Este trabajo tiene un potencial
enorme como herramienta en estudios epidemioldgicos ya que puede dar una idea clara de
un contacto reciente con E. histolytica siendo beneficio, ya que se ha comprobado que 45
dias después del tratamiento, los anticuerpos especificos tipo IgA de pacientes tratados
disminuyen a niveles basales. Esto demuestra que la presencia de titulos de IgA contra
amebas sugiere un contacto reciente o una infeccion que se acaba de resolver. Esto daria el
dato de prevalencia, dato sumamente importante comparado con el de la serologia, que no
distingue entre un contacto pasado (aun afios) o reciente. Dada la facilidad de la obtencion
y manejo de la saliva (comparando con la de sangre o heces), se piensa que tendra una
enorme utilidad en pruebas de campo (4).

La ecografia, la tomografia axial computadorizada (TAC) y la resonancia nuclear
magnética (RMN) permiten localizar y delimitar el absceso con bastante precision; en
general tienen una sensibilidad para absceso hepatico amebiano superior al 95%.

La TAC es especialmente Util para detectar lesiones pequefias. Si se hace con medio
de contraste intravenoso es posible establecer el diagnostico diferencial con quiste hepético,
hemangioma o tumor solido. Las desventajas de la TAC son el costo y la necesidad de
medio de contraste que puede inducir reacciones alérgicas o falla renal.

La RMN es considerada la prueba mas sensible para evidenciar lesiones hepaticas;
sin embargo, no permite diferenciar entre un absceso amebiano y uno pidgeno.

La radiografia de térax es anormal en aproximadamente 50% de los pacientes por
reaccion inflamatoria en el 16bulo inferior derecho pulmonar (18-19-21-23).

La ultrasonografia (US) es el método ideal no invasivo para el diagnostico de AH,
puesto que es econdmico, no requiere inyecciones ni catéteres, y no produce radiacion
gamma ni rayos X por lo que puede ser usado en forma repetida incluso en mujeres
embarazadas; sin embargo, es necesario tener en cuenta que de acuerdo al estado de
evolucion del absceso la ecogenicidad varia. Es importante precisar que la US es
dependiente de la experiencia del observador en contraste con la TAC, por tanto, si la US es
negativa o dudosa y persiste la sospecha clinica de AH se debe continuar con una TAC
dado su alta resolucion que hace factible identificar lesiones de pocos milimetros de

diametro, en especial al usar medio de contraste. Por otra parte, la TAC muestra con gran



precision los 6rganos abdominales alrededor del higado y tiene superioridad frente a la US
para diferenciar lesiones intrahepaticas de extrahepéticas, también diferencia diversas
lesiones focales del higado como absceso, hemangioma, quiste y tumor. En conclusion, la
imagen tomografica a diferencia de la US tiene menor dependencia del operador; en
consecuencia las indicaciones precisas para solicitar tomografia en AH son: diagnostico no
confirmado con otros métodos, persistencia de sintomas a pesar de tratamiento especifico,
diagnostico diferencial con otras lesiones.

El AH en general es una enfermedad grave que requiere diagnostico temprano y
tratamiento inmediato. El cuadro clinico tiene sintomas y signos similares en absceso
hepatico amebiano (AHA), absceso hepatico no amebiano (AHNA) o absceso hepatico
mixto (AHM). En nuestro medio, el diagndstico de AH siempre debe contemplarse ante la
presencia de sindrome febril de origen desconocido. La ecografia hepatica es el examen
imaginoldgico de primera eleccion ante la sospecha de AH por historia clinica, pero no se
requiere seguimiento ecografico para definir la mejoria del paciente, ésta se hace por medio
de los datos clinicos, sintomas y signos, y de otros paraclinicos como el CH y la VSG. Por
tanto en pacientes asintomatico, es decir con respuesta clinica adecuada al tratamiento, no
amerita controles ecogréaficos repetidos que incluso pueden conducir a la realizacion de
procedimientos invasivos innecesarios como la puncién hepaética.

Los resultados sugieren que ante el diagndstico clinico de AH confirmado por
ultrasonido, y en ausencia de pruebas de ELISA e ID, el andlisis de las 3 variables
predictivas edad, hematocrito y diferencia del PT tiene suficiente capacidad discriminatoria
y permite inferir cuando es AHA o AHNA y tomar la decision diagndstica y terapéutica (3-
19-21-23-24).

4.11.3 Diagnostico diferencial
Debe hacerse diagnostico diferencial con absceso hepéatico pidgeno, absceso

subfrénico, quiste hidatidico infectado, hepatitis viral o alcoholica, apendicitis, pancreatitis.

También deben excluirse enfermedades pulmonares como neumonia, derrame pleural,



tromboembolismo pulmonar y enfermedades malignas como carcinoma hepatocelular,

linfoma o enfermedad metastasica del higado (18-21).

4,12 Tratamiento.

El tratamiento de la amebiasis intestinal debe hacerse siempre, pues ain en personas
asintomaticas es necesario exterminar los parasitos del intestino con dos finalidades: evitar
que en algun momento haya invasion de los tejidos y eliminar la fuente de infeccion.

Los farmacos para tratar la amebiasis pueden clasificarse segin su principal lugar de
accion. Los amebicidas luminales se absorben poco y alcanzan elevadas concentraciones en
el interior del intestino, pero su actividad se limita a los trofozoitos que estan junto a la
mucosa. Las indicaciones para la utilizacién de los agentes luminales son los pacientes con
colitis o un absceso hepatico y el tratamiento de portadores asintomaticos.

Los amebicidas tisulares alcanzan elevadas concentraciones en la sangre y los
tejidos tras su administracion por via oral o parenteral. El desarrollo de compuestos de
nitroimidazol, especialmente metronidazol fue un importante avance en el tratamiento de la
amebiasis invasiva.

Los pacientes con colitis amebiana deben tratarse con metronidazol, 750 mg, tres
veces al dia, por via IV o por via oral, durante diez dias. Entre los efectos colaterales se
encuentran las nauseas, los vémitos y malestar abdominal. EI metronidazol también es el
farmaco de eleccion para el tratamiento del absceso hepatico amebiano.

Ninguno de los amebicidas ejerce efecto sobre los quistes. La erradicacion de los
quistes se logra al eliminar los trofozoitos (8-29).



Tabla 1. Medicamento utilizado al tratamiento, dosis e indicaciones.

Droga

Amebiasis Aguda:

Metronidazol

Tinidazol

Emetina Clorhidrato

Amehiasis Cronica:

Metronidazol

Tinidazol

Alternativos:

Dosis diaria
Adultos Nifios

2250 mg

2000 mg

40 mg

2250 mg

2000 mg

Diyodohidroxiquinoleina 1800 mg

Fenantrolinquinona

Paromomicina

300 mg

1500 mg

Ritmo de

administracion diaria

30-50 mg

50-75 mg

1 mg

30-50 mg

50-75 mg

30-40 mg

5mg

25-30 mg

3 veces x 5-10
dias
1 vez x 2 dias

1-2 inyecciones

x 5 dias

3 veces x 10 dias

1 vez x 2 dias

3 veces x 20 dias
3 veces x 10 dias

3 veces X 5-7

dias



5. MATERIALES Y METODO

5.1 Lugar de estudio.

El estudio se realizé en la ciudad de Talca, Séptima Regién. Se trabajo con 78
muestras de suero pertenecientes a pacientes de diferentes edades y ambos sexos que
presentaban pruebas hepéticas alteradas tales como aspartato aminotransferasa (GOT),

alanina aminotransferasa (GPT), fosfatasa alcalina (FAL) y bilirrubinas.

5.2 Muestra.

Las muestras fueron recolectadas durante los meses de Agosto a Noviembre del
2004, en el Laboratorio de Quimica del Hospital Regional de Talca, y analizadas en el
laboratorio de Parasitologia de la Universidad de Talca, el estudio consistio en detectar
anticuerpos anti — Entamoeba histolytica de tipo IgG ocupando el Kit Amoeba-Spot IF de
la empresa bioMérieux esta es una prueba para el serodiagnoéstico de amebiasis por
inmunofluorescencia indirecta en suero humano.

Los sueros fueron congelados a —25 + 6°C evitando las congelaciones y
descongelaciones sucesivas. Se rechazo todo suero hemolizado, lipémico o contaminado,
asi mismo se rechazaron aquellas muestras que presentaron pruebas hepaticas alteradas con
serologia positiva para VIH, diagnostico de cualquier tipo de cancer y terapia con algin
tipo de antibidtico.

A su vez se obtuvo suero control positivo que presentaban anticuerpos anti —
Entamoeba histolytica y suero control negativo ambos proporcionados por el Instituto de

salud publica (ISP) permitiendo la estandardizacion de la técnica.



5.3 Reactivos.

- Kit Amoeba-Spot IF (REF 72 901) Entamoeba histolytica obtenida a partir de cultivo
axénico inactivada y fijadas sobre el porta, para 100 determinaciones. Estos fueron
conservados a 2-8°C en su envuelta estanca con el deshidratante.

- Fluoline G. Composicidon: Globulina de cabra anti IgG humana especificas marcadas con
fluoresceina y diluida en glicerol.

- PBS. Composicion: NaCl 8.5 g + KH,PO,4 0.295 g + Na;HPO, - 2H,0 1.37 g en 1000 ml
de agua destilada. pH 7.4 — 7.6.

- Azul de Evans. Composicion 1 g/ 1000 ml de PBS.

- Glicerina tamponada. pH 9.6

- Agua destilada.

- Suero control positivo y negativo.

5.4 Materiales.

- Microscopio de inmunofluorescencia (objetivo x 40). Modelo Olympus CX31.
- Estufa a 37°C.

- Camara himeda.

- Tubos de vidrio para diluir las muestras y conjugado.

- Cubreobjetos (60 x 24 mm).

- Pipetas de punta desechable de 10 a 500 pl.

5.5 Técnica.

5.5.1 Fundamento.

Esta técnica permite identificar anticuerpos presentes en el suero especificos para

Entamoeba histolytica.

La reaccion inmunologica consiste en dos etapas:



1. Las inmunoglobulinas séricas humanas anti — Entamoeba histolytica de tipo IgG
eventualmente presentes en la muestra se unen a los parasitos (antigeno) depositados sobre
los portas. En los pocillos se produce la reaccion antigeno—anticuerpo durante la primera
incubacion a 37°C. Los elementos no fijados se eliminan por lavados.
2. Luego se revela la reaccion anterior aplicando un segundo anticuerpo en el porta que se
enlaza a las inmunoglobulinas séricas humanas durante la segunda incubacién a 37°C, este
segundo anticuerpo corresponde a un conjugado de globulina anti — humana de tipo 1gG
ligado quimicamente a un fluorocromo llamado fluoresceina. Los elementos no fijados son
eliminados por lavados.

La lectura de la reaccién antigeno — anticuerpo se hace con un microscopio de

fluorescencia, empleando como medio de contraste el Azul de Evans.

5.5.2 Estandarizacion de la técnica.

1. Los reactivos, portas y muestras se llevaron a temperatura ambiente
aproximadamente 15 min.

2. Se realizaron diluciones sucesivas al suero control positivo de 2 en 2 con PBS:
1/100, 1/200, 1/400, 1/800.

3. Se confecciono una tabla de diluciones del suero v/s diluciones del conjugado de la

siguiente manera.

SUero
conjugado 1/100 1/200 1/400 1/800 control

10 pl de suero | 10 ul de suero | 10 pl de suero | 10 ul de suero

1/20 1/100 1/200 1/400 1/800 10 plde PBS
10 pl de suero | 10 ul de suero | 10 ul de suero | 10 ul de suero

1/40 1/100 1/200 1/400 1/800 10 ul de PBS
10 pl de suero |10 ul de suero| 10 ul de suero | 10 ul de suero

1/80 1/100 1/200 1/400 1/800 10 ul de PBS

4. Los 10 pl de cada dilucion del suero y control fueron puestos en contacto con el

antigeno que esta en el interior de los circulos del porta (una dilucion por circulo).



5. Luego, incubar el porta 30 min a 37° C en camara himeda.

6. Lavar los portas por inmersion en PBS 2 veces 5 min. Escurrir y secar.

7. Preparar el conjugado luego del primer lavado. Se realizaron diluciones sucesivas al
Fluoline H de 2 en 2 con PBS y Azul de Evans, estos dos Ultimos deben estar en una
relacion 9:1 respectivamente. Las diluciones del conjugado fueron las siguientes 1/20, 1/40,
1/80.

Dilucion 1/20 | Dilucion 1/40 | Dilucion 1/80
PBS 180 ul 90 ul 90 ul
Azul de
Evans 20 ul 10 ul 10 u
Fluoline H 10 100 pl (1/20) | 100u | (1/40)

8. Recubrir cada circulo del porta, incluido el control con 10 pl del conjugado. Tal

como se habia confeccionado en la tabla de diluciones.

suero
conjugado 1/100 1/200 1/400 1/800 control

10wl 10 ul 10l 10 wl 10wl

1/20 conjugado 1/20|conjugado 1/20|conjugado 1/20|conjugado 1/20|conjugado 1/20
10l 10 ul 10 ul 10 10

1/40 conjugado 1/40|conjugado 1/40|conjugado 1/40|conjugado 1/40|conjugado 1/40
10 wl 10 ul 10l 10 wl 10 wl

1/80 conjugado 1/80|conjugado 1/80|conjugado 1/80|conjugado 1/80|conjugado 1/80

9. Incubar 30 min a 37° C en camara himeda.

10. Lavar los portas por inmersion en PBS 2 veces 5 min. Pasar rapidamente por un
bafio de agua destilada. Escurrir y secar. Depositar 1 gota de glicerina tamponada sobre
cada pocillo. Poner un cubreobjetos.

11. Las placas deben estar protegidas de la luz y se leen en el microscopio de

inmunofluorescencia

Una vez que se ha estandarizado la técnica, se procede de la misma manera

eligiendo la dilucion que se debe hacer a los sueros recolectados y al conjugado.



5.6 Lectura.

Se debe verificar la ausencia de fluorescencia del control del conjugado. Las amebas
de la preparacion aparecen en rojo y no debe observarse ninguna fluorescencia de
membrana. Si el control presenta una fluorescencia de membrana, la serie no debe ser

validada y las muestras deben ser analizadas en otra serie.

- Reaccion negativa: aspecto idéntico al control del conjugado. Algunos sueros a la

dilucién 1/50 pueden dar una ligera fluorescencia irregular limitada a la membrana.

- Reaccion positiva: la fluorescencia puede ser intensa y observarse sobre toda la
superficie de la ameba o puede ser observada como una linea clara en la membrana

citoplasmética.
5.7 Interpretacion.
Titulo del suero: inversa de la mayor dilucion que muestre una reaccion positiva.

Titulos < 50 excluye en general toda infeccion por ameba.

Titulos > 100 corresponden en general a una amebiasis (20).



En la estandarizacion de la técnica las diluciones del conjugado y las diluciones del

6. RESULTADOS

suero se representan en la tabla N° 2.

Tabla 2. Diluciones de conjugado y suero.

conjuga 1/100 1/200 1/400 1/800
1/20 3+ 3+ + -
1/40 2+ 2+ - -
1/80 * + - .

La maxima dilucion de conjugado y suero donde aun se aprecia reaccion positiva es
1/200 para el suero y 1/40 para el conjugado, sin embargo esta reaccion es de 2+ por lo
tanto se procedid a realizar una nueva dilucién del conjugado 1/60 conservando la dilucion
del suero, donde se obtuvo una reaccion de 1+.

Por tanto con una dilucion 1/200 para el suero y 1/60 para el conjugado se
estandarizo la técnica en el estudio del anticuerpo en las muestras.

Se recolectaron 102 muestras de suero con pruebas hepaticas alteradas, con valores
3 0 4 veces sobre lo normal, de las cuales se descartaron 24 por presentar hemolisis
marcada e hiperlipidemia evidente, contaminacion de la muestra y terapia con algin tipo de
antibiético.

La tabla N° 3 informa los resultados de la fluorescencia obtenido con las 78
muestras seleccionadas, ademas muestra los valores de sus pruebas hepaticas expresadas
en U/l para la actividad enziméatica de GOT, GPT, ALP y en mg/dl para bilirrubina total,
directa e indirecta.

Los controles positivos y negativos fueron efectuados por serie de sueros, se
verifico la ausencia de fluorescencia del control validando todas las series, esto permitio el

control de calidad de los reactivos, las reacciones se observan en la figura 9 y 10.



Tabla 3. Resultados de las pruebas hepaticas y serolégicas a las muestras de suero.

Muestra | GOT GPT ALP Bil T Bil D Bil | Reaccion
1 787 860 180 35,8 22,9 12,9 (—)
2 544 664 295 9 5,8 3,2 (=)
3 120 149 136 1,7 0,5 1,2 (++)
4 194 342 194 3,7 1,2 2,5 (=)
5 168 141 331 1,4 0,4 1 (—)
6 95 283 148 8,3 0,26 8,04 (=)
7 144 227 192 1,1 0,1 1 (=)
8 139 256 272 1,4 1 0,4 (=)
9 150 111 184 1,3 1,1 0,1 (=)
10 144 148 204 1 0,4 0,6 (=)
11 106 189 149 2 0,5 1,5 (=)
12 146 294 460 1,7 1,2 0,5 (=)
13 170 306 480 6,2 4,7 1,5 (=)
14 116 131 214 1,1 0,8 0,3 ()
15 274 97 559 2,1 1,8 0,3 )
16 162 267 471 8,1 6,3 1,8 =)
17 160 235 298 1,6 1,3 0,3 (=)
18 610 436 268 7,2 3,8 3,4 =)
19 187 316 431 12,1 9 31 (—)

20 128 164 162 9,9 7.4 2,5 (—)
21 97 200 537 2 0,8 1,2 (—)
22 158 167 195 1,3 1,1 0,2 (—)
23 414 385 319 18,9 12,6 6,3 (=)
24 110 230 263 1,3 0,45 0,85 (=)
25 94 191 160 1,7 0,63 1,07 (=)
26 142 165 640 2,9 1,79 1,11 (=

27 170 93 656 10 7,43 2,57 (=)
28 92 141 166 2,6 1,4 1,2 (=)
29 256 92 159 31 2,1 1 (=)
30 155 174 386 1,1 0,9 0,2 ()
31 129 133 160 1,6 0,5 1,1 (=)
32 1333 697 149 3 2,3 0,7 =)
33 85 143 1233 1,4 1,1 0,3 (—)
34 166 178 177 1,2 0,4 0,8 =)
35 150 258 143 33 1,7 1,6 (—)
36 108 114 151 1,6 1,3 0,3 (=)
37 101 82 232 2,5 1,8 0,7 (—)
38 90 163 376 1,6 1,1 0,5 (—)
39 128 108 285 3,6 2,9 0,7 (=)




40 136 220 199 1,7 0,9 0,8 &)
41 327 406 309 2 1,4 0,6 &)
42 141 113 1047 1,4 0,1 1,3 &)
43 124 180 133 2,9 1,8 1,1 &)
44 116 172 137 1,4 1,2 0,2 (=)
45 176 124 321 1,6 1,3 0,3 =)
46 77 264 340 3,8 2,8 1 ()
47 114 205 784 2,3 1,36 0,94 )
48 129 100 647 2,4 1,63 0,77 )
49 76 148 369 33 2,01 1,29 )
50 302 420 137 0,9 0,36 0,54 (=)
51 174 165 154 10,2 4,7 5,5 (=)
52 306 149 167 1,7 1,28 0,42 )
53 163 196 258 5,8 3,7 2,1 (=)
54 376 150 186 1,2 1 0,2 &)
55 123 203 155 2,3 1,6 0,7 &)
56 131 167 186 2,1 1,3 0,8 &)
57 140 93 277 1,4 1 0,4 &)
58 98 95 162 2,7 2,1 0,6 )
59 83 116 251 51 2,1 3 &)
60 108 154 262 25 0,8 1,7 =)
61 103 163 185 1,3 0,4 0,9 &)
62 102 149 225 3,6 2,8 0,8 (&

63 201 671 275 1,8 0,32 1,48 =)
64 74 253 310 3,4 2,2 1,2 (=)
65 153 536 348 2,9 2 0,9 =)
66 129 113 876 4,9 3,6 1,3 (=)
67 172 167 190 1,7 0,5 1,2 )
68 98 171 196 25 0,65 1,85 )
69 183 805 152 31 2,3 0,8 (=)
70 169 223 130 1,1 0,56 0,54 (=)
71 193 116 443 2,7 0,38 2,32 (=)
72 122 447 252 8,8 0,7 8,1 &)
73 181 154 151 1,3 0,3 1 &)
74 80 153 823 1,9 1,2 0,7 &)
75 107 82 590 3,8 1,7 2,1 &)
76 273 98 641 1,7 1,11 0,59 &)
77 110 182 232 2,5 0,91 1,59 &)
78 76 158 186 1,5 0,4 1,1 &)




Figura 9. Control negativo para anticuerpos anti — Entamoeba histolytica. Se observa a las
amebas de color rojo con total ausencia de fluorescencia de membrana. Vista con aumento

mayor.

Figura 10. Control positivo para anticuerpos anti — Entamoeba histolytica. Se observa a las
amebas con fluorescencia en su superficie y mas marcadamente en membrana

citoplasmaética. Vista con aumento mayor.



Figura 11. Control positivo para anticuerpos anti — Entamoeba histolytica, vista con

inmersion.

Los datos fueron analizados en el programa estadistico Epi Info versién 6.04d, con
esto se pudo obtener que el tamafio de la muestra y por tanto los datos obtenidos eran
representativos con un 99,99% de confianza.

De un total de 78 muestras de suero los resultados en la determinacion de

anticuerpos anti — Entamoeba histolytica fueron los siguientes:

e 1 reaccion positiva de 2+.
e 3 reacciones de *.

e 74 reacciones negativas.



Tabla 4. Determinacion de anticuerpos anti — Entamoeba histolytica en suero.

Reaccion | N° de muestras | Porcentaje
Positiva 1 1,28
Negativa 74 94,87
Dudosas 3 3,84
Total 78 100

Por tanto, la prevalencia de anticuerpos anti — Entamoeba histolytica es de 1,3% en
pacientes con pruebas hepaticas alteradas en el Hospital Regional de Talca.
El suero de reaccion positiva fue evaluado semicuantitativamente, determinando el

titulo de anticuerpo, este fue de 256.



7. DISCUSION

En la estandarizacién de la técnica la dilucién adecuada del conjugado y del suero
arrojo resultados optimos para el estudio de las muestras, esta dilucion se obtiene por la
méaxima dilucion del suero y conjugado donde se aprecia una reaccion positiva, por tanto la
sensibilidad de la técnica fue de 1/60 para el conjugado y 1/200 para el suero. En cuanto a
la especificidad por tratarse de una técnica serologica posee mas del 90% de positividad de
los casos. La deteccion inmunoldgica de los anticuerpos anti — Entamoeba histolytica
mediante inmunofluorescencia indirecta es una ayuda en el diagndstico de amebiasis, este
método es sensible y especifico permitiendo la visualizacién de la ameba. Importante es
tener en consideracion que la interpretacion de los resultados por inmunofluorescencia debe
hacerse teniendo en cuenta el contexto clinico y los resultados de otras pruebas como
scanner o ecografia.

En cuanto al titulo obtenido en la estandarizacion de la técnica, la dilucion del suero
1/200 nos parece acertada ya que en las instrucciones del fabricante un titulo de suero > 100
es significativa e interpretativa como amebiasis, en la dilucion del conjugado si bien esta es
baja 1/60 nosotros trabajamos con un Fluoline G especifico para IgG humana, recordar que
en la amebiasis también se forman anticuerpos de tipo IgA e IgM es por esto que en el
inserto se recomendaba trabajar con un Fluoline H. Puede también que el reactivo se halla
deteriorado por exposicién continua a la luz u otros factores. Sin embargo esta dilucion fue
aceptada y comprobada en la estandarizacion ya que la dilucion 1/80 fue negativa.

De las muestras analizadas mediante técnica de inmunofluorescencia solo una
muestra fue positiva. Si bien es cierto no existen en nuestro pais datos o estudios
relacionados con absceso hepatico amebiano, se puede inferir en cierto modo, que el
paciente positivo para anticuerpos anti-Entamoeba histolytica, tal vez tiene esta patologia
dado por la alteracién de sus pruebas hepaticas, cosa que ocurre con frecuencia cuando esta
presente esta enfermedad, pero también puede no tenerla, y la explicacion de la presencia
de anticuerpos en su suero es por una respuesta inmunolégica de hasta 10 afios antes. Para
confirmar ambas hipotesis se necesitaria tener otros datos del paciente, como cuadro

clinico, pruebas imagenoldgicas como TAC, etc, que den antecedentes de diagndstico, por



lo que lo anterior es s6lo presuntivo.

Por lo mismo no hemos querido realizar un estudio comparativo relacionado con
absceso hepatico amebiano (AHA) ya que no sabemos realmente si la alteracion de las
pruebas hepaticas de los pacientes se encuentran alterados por este motivo, lo que es muy
poco probable, o por otra causa que produzca dafio al higado. Lo Unico que podemos
afirmar realmente es que de 78 muestras de suero analizadas, con alteraciones en sus
pruebas hepaticas de laboratorio una muestra fue positiva.

En cuanto al titulo de esta misma, este fue relativamente bajo (1/256) lo que
indicaria enfermedad muy reciente, donde recién comienzan a aumentar los niveles de
anticuerpos, o bien el paciente podria tener anticuerpos por la presencia del parasito hasta
10 afios anteriormente, y su nivel de anticuerpos disminuy6 en el tiempo, recordar que en el
estudio se determino la presencia de anticuerpos de tipo IgG. Ambas hipdtesis no la
podemos afirmar, seria necesario realizar otras pruebas.

La seroprevalencia de anticuerpos anti — Entamoeba histolytica en el presente
trabajo fue de 1,3%, presentandose solo un caso de 78 pacientes estudiados, este valor es
menor que los resultados reportados en el trabajo de 1984 por la revista medica de Chile
donde se describe un 8,9% a nivel nacional. En aquel estudio la mayor frecuencia se
encontrd en lquique demostrando que la infeccion por Entamoeba histolytica depende de

las condiciones climaticas (tropicales) variando por tanto de un area geogréafica a otra.
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