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RESUMEN 

En ensayos previos que se han efectuado . Con el fin :>de; ádap

tar la técnica inmunoenzimática (ELISA) para det¿ct~:r ·antigenos 

de fu histolytica en materia fecal, en la mayorla ·~e ',{o~ casos se 

han utilizado anticuerpos policlonales, los cuales mostraron 

cierto grado de especificidad. En otros casos se han usado anti-

cuerpos monoclonales cuya caracterización, no ha ido debidamente 

establecida por lo que los resultados que se han obtenido no son 

confiables. Por lo anterior, se desarrolló una prueba de tipo 

inmunoenzimático usando anticuerpos monoclonales dirigidos contra 

algún epitope de la amiba. Después de ser evaluada la prueba, 

mostró una alta sensibilidad comparada con los métodos conven-

cionales que normalmente se utilizan, es rápida, y de bajo 

costo, además de que se requiere de una sola muestra para 

realizar el estudio. Ahora bien tomando en cuenta la presencia 

de antígenos en el tejido linfoide asociado al intestino, ellos 

inducen una respuesta inmune de tipo secretorio, la cual puede 

tener cierto valor diagnóstico en una buena cantidad de enferme-

dades infecciosas, en este caso la amibiasis intestinal. La respu-

esta se caracteriza por la presencia de anticuerpos de la 

clase IgA y que pueden ser detectados en diferentes liquides 

corporales. La técnica inmunoenzimática que se desarrolló 

utilizando saliva mostró una certeza diagnóstica de un 91 % y 

una sensibilidad de 85 % asi como una especificidad del 94 % 

demostrándose que la detección de anticuerpos de la clase IgA 

en saliva es de valor diagnóstico en la amibiasis intestinal. 
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ABSTRACT 

Polyclonal antibodies has been repeatedly applied to the 

inmuenzimatic assay (ELISA) with the purpose of detecting Entamoe

ba histolytica antigens in feces, but the technique has proved to 

be specific only to a certain degree. .Dther methologies have 

used monoclonal antibodies, which had not been properly carac

terized, rendering the results unreliable. An immunoenzymatic 

test was therefore devloped using monoclonal antibodies directed 

to an amebic epitope. 

This test is highly sensitive compered to conventional 

methods, it is cheap and swift, and requieres only one sample to 

be accomplished. 

The presence of antigens in lymnphoid tissue assciated to 

the intestine induces a secretory immune response characterized 

by the presence of IgA type antibodies, which can be detected in 

various body fluids. These may be of diagnostic value in a 

number of infectious diseases such as intestinal amebiasis. An 

immunoenzymatica assay was concurrently developed which uses a 

sample of saliva to detect specific anti-Entamoeba histolytica 

antibodies. The assay had a diagnostic probability of 91 %, 

sensitivity of 85 % and specificity 94 % which makes it valuable 

in the diagnosis of this disease. 
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O B J E,T I~V'6S 

a). Desarrollar una prueba inmunoenzimática utilizando 

anticuerpos monoclonales para detectar antígeno de 

Entamoeba histolytica en materia· fecal. 

b) . Evaluar la utilidad de la prueba de ELISA como un 

instrumento diagnóstico a nivel epidemiológico comparán

dola con el examen coproparasitoscópico. 

c). Desarrollar una prueba inmunoenzimática para detectar 

anticuerpos de la clase_IgA anti-Entamoeba histolytica en 

la saliva y evaluar su uso potencial en el diagnóstico 

de la amibiasis intestinal. 
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I N T. Ro D u e e I o N. 

Las infecciones producidas por Entamoeba histolytica consti

tuyen un problema de Salud pública importante en todo el mundo 

principalmente en aquellos países en vías de desarrollo. 

Aunque la infección ocurre por vía gastrointestinal, este parásito 

puede invadir otros órganos tales como hígado, pulmón, bazo,cere

bro, genitales, entre otros., y por lo tanto su importancia radica 

no solo en la alta tasa de infectividad sino también en que es 

potencialmente mortal, por lo que se ha estimado que hay a nivel 

mundial 480 millones de personas infectadas con este protozoario 

presentándose cerca de 35,000 muertes anuales 1 ) . 

Los estudios epidemiológicos realizados en México en cuanto 

a frecuencia de amibiasis arrojan los siguientes datos: del 2 al 

14 por ciento de los pacientes que ingresan a hospitales pediá

tricos con disenteria aguda y diarrea con sangre, son causados por 

.!L. histolytica (2), y se han considerado como las formas graves de 

la amibiasis a la colitis fulminante, el ameboma del colon y la 

apendicitis amibiana, las cuales son poco frecuentes comparadas 

con la amibiasis hepática mejor conocida como absceso hepático 

amibiano. En estudios que se han efectuado, se ha observado en 

algunos casos un predominio en cuanto a sexo particularmente en 

el caso del absceso hepático, en donde individuos del sexo mascu

lino desarrollan tres veces más esta patología que los del sexo 

femenino (3), siendo la mortalidad más frecuente en adultos que 

e·ri niños. ( 4 , 5) . 
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K.,. histolytica es un protozoario altamente dinámico y móvil 

que adopta diferentes formas por su capacidad para emitir pseudó

podos de manera explosiva de acuerdo a la dirección en que se 

desplaza; posee una parte posterior que se denomina uroide y 

algunas prolongaciones citoplásmicas sobre su superficie llamadas 

filopodios; suelen encontrarse vesiculas pinociticas y vacuolas 

fagociticas en número variable, lo que refleja la importante 

actividad endocitica de este microorganismo. El trofozoito posee 

un núcleo prominente con un endosoma central y cromatina la cual 

está distribuida de manera uniforme y es fácilmente observable al 

microscopio compuesto mediante el uso de tinciones especiales. 

El citoplasma contiene gran c~ntidad de vacuolas, vesiculas, 

gránulos de glucógeno y polirribosomas, estos últimos pueden 

formar agrupamientos visibles a los que se les denomina cuerpos 

cromatoides. Por otra parte, los trofozoitos carecen de reticu

lo endoplasmático, complejo de Golgi, centriolos y mitocondrias 

(6). 

Desde el punto de vista metabólico se ha considerado clási

camente como anaerobio, aunque el trofozoito es capaz de utilizar 

oxigeno a pesar de la falta de mitocondrias y del ciclo de los 

ácidos tricarboxilicos; en la cadena respiratoria existen como 

componente funcional f lavoproteinas y proteínas que contienen 

hierro y azufre (7). 

Durante su migración por el tracto intestinal y su estable

cimiento en el intestino grueso, el trofozoito se multiplica y se 
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diferencia en las formas de resistencia denominadas quistes, los 

cuales poseen una cubierta rígida de quitina. Estas formas son 

eliminadas con las heces y al ser ingeridas en los alimentos y 

agua contaminadas originan una nueva infección en el huésped 

susceptible. La enfermedad puede desarr,c::¡llarse acompañada de 

cierta sintomatología, con invasión de la mucosa del colon lo que 

es fácilmente detectable mediante rectosigmoidoscopia; las heces 

de estos pacientes pueden contener trofozoítos con eritrocitos en 

su citoplasma. A todos aquellos pacientes en cuyas heces encon-

tramos quistes en materia fecal, en ausencia de datos clínicos 

y/o de invasión tisular, se les conoce como portadores sanos ó 

portadores asintomáticos (8). 

Hasta hace unos años el método más certero para el diagnós

tico de amibiasis intestinal era el examen microscópico directo 

de la materia fecal con el que se demuestra la presencia de 

trofozoítos de la amiba o bien la forma quística. Al respecto 

Salazar Schettino y Col., en un estudio de frecuencia de parasi

tosis intestinales, desarrollado en escolares en una zona del 

sureste del Distrito Federal con condiciones deficientes de 

urbanizacion, de agua potable y drenaje; aplicaron diferentes 

exámenes coproparasitoscópicos y observaron que no existe dife

rencia entre los metodos cualitativos tanto con el directo como 

con el de Faust y para los cuantitativos demostraron que el 

Ferreira es el más afectivo, el Kato-Miura resultó ser el mejor 

para cuantificar huevos de helmintos así como para determinar 
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el grado de parasitosis; referente a la técnica de stoll en todos 

las muestras observaron cifras muy bajas, por lo que concluyeron 

que para elegir un estudio coproparasitoscópico es necesario 

considerar los datos epidemiológicos y clínicos, la calidad y 

capacidad del laboratorio con que se dispone, siendo necesario 

conocer las ventajas y desventajas e indicaciones del método a 

implementar y con ello utilizar aquel que cubra la mayor probabi

lidad de encontrar el ó los parásitos presentes en el intestino 

de un individuo (9) 

Aunque estos procedimientos de cierta manera resultan 

lentos y costoso ya que requieren de personal altamente calificado 

y con disponibilidad de mucho tiempo para poder hacer una cuidado

sa observación. Al respecto stamm presentó los resultados de 

cuatro investigadores quienes encontraron que la probabilidad de 

diagnosticar amibiasis con una sola muestra era de 30 a 33 % y de 

72 a 76 % con 6 a 9 muestras (10). Esto viene a corroborar lo 

publicado previamente por Swartzwelder quién resaltó los proble

mas existentes en la identificación del parásito y sugirió además 

guias para la toma de muestras, su conservación así como su estu

dio (11). Marsden y Smith analizaron la probabilidad de diagnós

ticar la enfermedad basándose en una sola muestra observada al 

microscopio, y encontraron que la probabilidad es de un 50% en 

una persona que excreta 100,000 quistes diariamente, mientras que 

en aquella que excreta solo 1,000 quistes al día la probabilidad 

es de solo el 0.45 % (12,13). Sin embargo Mohapatra, estudió una 

población de 324 sujetos con amibiasis sintomática y asintomática 
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mediante métodos de tipo parasitológico e inmunológico,observando 

que el de concentración con formol éter (Carles) fué más útil que 

la microscopía directa de tres muestras seriadas, principalmente 

en aquellos pacientes con colitis, hepatitis y portadores consi

derados como asintomáticos. Además observó ._que la hemaglutinación 

indirecta (IHA) correlacionó debidamente con los resultados de la 

investigación parasitológica en aquellos pacientes con disente

ría y hepatitis, probando ser mucho más efectiva en los que 

presentaron absceso hepático amibiano (14). 

Se ha considerado que además de los ya mencionados, existen 

varios problemas de carácter metodológico que se presentan en los 

estudios efectuados por coproparasitoscopía, y son aquellos en 

los· que la eliminación de quistes de amibas en materia fecal es 

baja e irrregular principalmente en personas o en pacientes 

considerados como portadores asintomáticos,además, el examen 

microscópico de las heces requiere de una inversión de tiempo, de 

concentración y de experiencia en la identificación del parási

to. La variabilidad intra e inter-observadores es un problema 

potencial de estos estudios, y no es rara la confusión de quistes 

de la amiba con otros parásitos o a veces los trofozoítos con 

macrófagos y otras células presentes en la muestra. La contami-

nación de la materia fecal con orina distorsiona los trofozoítos 

y en otros casos puede presentarse interferencia debido a la 

ingestión de sustancias como el bario, el cual es usado como 

material de contraste; con el tratamiento con ciertos antibióti-
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ces, con el uso de antiácidos no 

con antidiarréicos a base de bismuto, de caolín é>}bien:~orapii:_ 
cación de enemas con agua corriente (15). 

Uno de los avances más importantes en el estudio de la ami-

biasis asi como en el de la biología de ~ste protozoario, es el 

hecho de poder cultivar los trofozoitos en forma axénica, siendo 

Diamond quién desarrolló este tipo de medio (16). Esto ha permi-

tido en los últimos años el desarrrollo de varias técnicas 

inmunológicas para el diagnóstico de la enfermedad con el pro-

pósito de encontrar la más sensible, especifica, útil, con 

aplicación clínica, epidemiológica y que sea de bajo costo. 

Actualmente hay disponibles varias de ellas para la detección de 

anticuerpos anti-fu histolytica;- sin embargo, existe el problema 

de distinguir entre anticuerpos generados por una infección nueva 

o activa de aquellos de tipo residual propios de infecciones 

anteriores (17). 

Ha sido de particular importancia el uso de la contrainmuno-

electroforesis para la detección de antígeno de fu histolytica en 

el suero de algunos pacientes con amibiasis invasora en la cual 

hay un ahorro de tiempo importante y en la que se presenta una 

disminución considerable de reacciones falsas positivas y con 

una mayor especificidad y sensibilidad comparada con la doble 

inmunodifusión (18). 

El ensayo inmunoenzimático fué introducido hace aproximada-

mente 20 años y el principio fundamental mediante el cual se 
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basó dicha prueba fué en el de i:a -init\unof 1 u-orescericia. Con esta 

técnica se detecta fácilmente tanto antigenos como anticuerpos. 

En el inmunoensayo enzimático, las enzimas son utilizadas como 

marcadores y en contraste con la inmunofluorescencia tienen una 

capacidad de amplificación muy elevadada, ~iendo de vital impor

tancia en esta técnica el uso de varias fases sólidas como el 

poliestireno el cual tiene la capacidad de interaccionar tanto 

con antigenos como con anticuerpos a muy bajas concentraciones y 

bajo ciertas condiciones iónicas y detectar lo que se busca 

en alguno de los fluidos corporales. La simplicidad y bajo 

costo del ensayo inmunoenzimático son de gran importancia en el 

diagnóstico de muchas enfermedades infecto-contagiosas producidas 

por bacterias, protozoarios y h~lmintos. De hecho la parasito-

logia tiene una posición muy prominente e importante en el desa

rrollo de este tipo de ensayo inmunoenzimático (19). 

El método usual para identificar infecciones parasitarias se 

lleva a cabo examinando la sangre, o bien muestras de materia 

fecal para observar huevos, quistes o larvas mediante el uso del 

microscopio compuesto. Ahora bien, este método es muy poco prác

tico en infecciones extraintestinales o extravasculares o en 

estudios epidemiológicos en donde un gran número de muestras deben 

ser procesadas ofreciendo el inmunoensayo una gran ventaja en el 

diagnóstico de una gran cantidad de enfermedades infecto-

contagiosas. Muchas de las infecciones consideradas como latentes 

y que se presentan en regiones donde existe un alto indice de 
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pacientes asintomáticos y en donde solo una minoría se encuentra 

infectada o en zonas en las que se presentan infecciones repeti

das con ciertos parásitos; en la mayoría de ellas, se induce la 

producción de anticuerpos con títulos muy elevados, principal

mente de las clases IgM, IgG e IgE con una amplia especificidad 

y una extensa reactividad cruzada; en estos casos y de acuerdo 

a los estudios que se han hecho, es cuando el ensayo inmunoenzi

mático puede ser considerado de gran ayuda en epidemiología. Esta 

reacción denominada ELISA ( enzyme linked immunosorbent assay) 

tiene la ventaja de ser rápida, fácil de realizar, y que requiere 

para su implementación de cantidades muy pequeñas de cada uno de 

los reactivos que se utilizan (20). 

Mediante la aplicacion de este tipo de técnicas inmunoenzi

máticas para la localización y cuantificación tanto de antígenos 

como de anticuerpos, se necesita para su desarrollo e implementa

ción del uso de conjugados proteína-enzima; los cuales se han 

preparado mediante un acoplamiento covalente del marcador enzi

mático al anticuerpo (21). 

Recientemente se ha usado la interacción no covalente de la 

biotina con la avidina la cual ha resultado ser excepcionalmente 

fuerte con una constante de disociación de O.J. mM. Este comple

jo se ha utilizado en varios sistemas como son el de inactivación 

de bacteriófagos, mapeo celular de genes, absorción selectiva de 

células e inmovilización de macromoléculas (22). 
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se han descrito varios métodos utilizados para la localiza

ción de antígeno en cortes de tejido o en otros sistemas de fase 

sólida basándose principalmente en la fuerte interacción de la 

avidina y la biotina. La avidina es una glucoproteina de peso 

molecular de 68,000 que tiene una alta af~nidad por la biotina. 

Una de las principales ventajas que existen al utilizar la combi

nación biotina-avidina es que cualquier sustancia puede conju

garse a la biotina y ser detectada por la avidina, lo que posibi

lita su aplicación no solo en la técnica de ELISA sino también en 

otros muchos sistemas como inmunoquímica, electromicroscopia, 

Western-blot, citometría e hibridización de DNA entre otros, ya 

que hace que la reacción presente una sensibilidad razonablemente 

elevada. La biotina es una molécula pequeña y su conjugación a 

proteínas ó a otro tipo de sustancias involucra una reacción 

relativamente sencilla que no afecta la afinidad biológica de la 

sustancia. En el caso del acoplamiento a un anticuerpo, es impor

tante tomar en cuenta el tamaño molecular, ya que su aplicación a 

nivel histológico facilita una buena penetración al tejido; así 

tenemos que en este sistema se pude usar la biotina acoplada al 

fragmento Fab del anticuerpo (23). 

Las sustancias marcadas con biotina pueden ser detectadas 

por cualquier conjugado de avidina o por alguna otra más com

pleja como la avidina-fluoresceína, avidina-ferritina, avidina

anticuerpo ó avidina-enzima. El marcaje del anticuerpo unido a 

biotina da como resultado la formación de un conjugado muy es-
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table que puede mantener la misma reactividicf; liasta /por· 3 años 

siempre y cuando se almacene a 4 c. r;a ··c::~istaÚzél.~ión de la 
.. 

av.idina con o sin biotina es muy estable en ~un ª.IDP,lio rango de pH 

y temperatura, particularmente cuando se combina cOn biotina (24). 

con las técnicas inmunoenzimáticas se ~ueden detectar diversos 

tipos de antígenos usando para ello un anticuerpo primario y/o 

secundario acoplado a la biotina, y haciéndolos reaccionar con 

peroxidasa de rábano acoplado a la avidina, revelándose a conti

nuación con un reactivo que genere color e indicativo de la reac-

ción enzimática, resultando con ello una prueba más sensible y 

rápida que aquella que se presenta cuando se usa el sistema 

peroxidasa antiperoxidasa (25). 

Uno de los avances más importantes en la inmunología de 

la última década ha sido sin duda la obtención de anticuerpos 

monoclonales, resultado de la fusión de una célula de mieloma con 

otra célula linfoide proveniente de un animal hiperinmune. La 

técnica de los hibridomas le ha dado a la inmunoparasitología una 

nueva dimensión. su uso provee de datos cuantitativos sobre 

anticuerpos parasitarios producidos como una respuesta del 

huésped a una gran cantidad de antígenos relevantes o irrele-

vantes (26). 

Los anticuerpos monoclonales tienen numerosas aplica-

cienes, entre ellas: el analisis, localización y caracterización 

de antígenos parasitarios, la exploración de la heterogeneidad 

antigénica en poblaciones parasitarias; la detección de la 
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expresión de DNA clonado en varios vectores, la tipificación de 

parásitos, el desarrollo y estandarización de reactivos con una 

alta especificidad y con aplicación en inmunodiagnóstico. La 

tecnología de hibridomas, confiere la ventaja de contar con un 

aporte constante de reactivos potencialmen~e puros, aunque tiene 

la desventaja de reconocer un menor número de sitios antigénicos, 

contrario al comportamiento de los anticuerpos policlonales. 

Recientemente se han utilizado diversos métodos con el 

propósito de determinar la presencia del antígeno de ~ histoly

tica en diferentes muestras biológicas como en el suero, heces o 

bien en material necrótico; entre ellas el más utilizado es el 

de ELISA principalmente aplicado.a la materia fecal y mediante el 

cua-1 se ha establecido que dicho método revela un al to número de 

casos positivos (27,28). 

En el desarrollo e implementación de las diferentes pruebas de 

ELISA para la determinación de antígenos de ~ histolytica en 

heces se han usado en algunos casos anticuerpos policlonales y en 

otros monoclonales o bien una combinación de ambos (29). Root 

desarrolló una prueba inmunoenzimática para detectar en materia 

fecal antígeno de Entamoeba histolytica utilizando para ello 

anticuerpos de la clase IgG conjugados a peroxidasa y como so

porte discos de poliestireno con lo cual pudo detectar diferentes 

concentraciones de antígeno pero requiriéndo para su realización 

de aproximadamente 35 horas, desconociéndose en su estudio los 

valores de sensibilidad y especificidad (JO). Palacios y cola-
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boradores en un estud~o hecho con el f~n ~~ determinar la 

utilidad clínica de este método encontraron una sensibilidad de 

97~5 % y una especificidad de 55 %, cifra muy baja para ser de 

utilidad en el diagnóstico, y además con el inconveniente de que 

requiere de incubaciones de toda la noche en cada uno de los 

pasos, lo que hace muy tardada la prueba que se propone (31). 

Randall empleó la misma técnica comparando sus resultados en 

diferentes poblaciones y laboratorios incluyendo en su estudio 

a un grupo de homosexuales de San Francisco y otro de la ciudad 

de México, con características clínicas no especificadas. En el 

grupo de San Francisco encontró una sensibilidad de 42 %, con 

una especificidad de 100 % con valores de predicción positivo 

de 100 % y negativo de 89.6% j en el otro grupo observó una 

especificidad de 54.5 % y con valores de predicción positivo de 

38 % y negativo de 75 % (32). 

Grundy desarrolló otra técnica inmunoenzimática en donde 

utiliza anticuerpos policlonales de conejo y de humano, en un 

doble sistema de anticuerpos. Este sistema tuvo menos reac-

cienes inespecíficas y mejoró su sensibilidad, concluyendo que 

en todos aquellos estudios en los que se utiliza la prueba de 

ELISA usando anticuerpos policlonales, se requiere de mucho 

tiempo para realizarse ya que carecen de especificidad adecuada 

para ser considerados de utilidad clínica (33). Al respecto y 

aplicando de igual manera la prueba de ELISA Ungar, usó un 

anticuerpo policlonal combinado con un monoclonal pero sin pre-

20 



sentar datos del origen, forma de preparación y sin la caracte

rización inmunológica respectiva de dicho anticuerpo monoclonal, 

reportó una sensibilidad de 82 %, una especificidad del 98%, con 

valor de predicción positivo de 86% y negativo de 98% con una 

prevalencia del 7 %. El reporte especifica que los individuos 

que fueron negativos a la microscopía y positivos a la prueba de 

ELISA representan probablemente casos no diagnosticados de 

amibíasis, proponiendo con ello una prueba 

detectar trofozoítos de ~ histolytica (34). 

más sensible para 

E..:_ histolytica, induce tanto una respuesta inmune humoral 

como celular, pero hasta ahora no se ha establecido cual de ellas 

protege contra una reinfección. La respuesta humoral sirve más 

como un marcador de la enfermedad por la presencia simultánea de 

IgM e IgG específicos, lo que indica una infección reciente y 

activa, mientras que los títulos elevados de IgG específica, 

sugiere la presencia de una infección que se ha padecido y que no 

está activa. Durante la enfermedad los trofozoítos pueden perma

necer viables aún en presencia de anticuerpos específicos (35). 

En la caracterización de las proteínas del trofozoíto usando 

sueros inmunes de pacientes con amibiasis intestinal o con absce

so hepático amibiano, se ha observado que, aunque la respuesta de 

los pacientes es muy variable, la mayoría de los anticuerpos 

reconocen antígenos de superficie, particularmente aquellos de 

peso molecular comprendidos entre 40 y 88 kD; sin embargo, no 

existe relación entre éstas y la duración de la enfermedad o la 
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sintomatología (36). 

Se han detectado títulos elevados de anticuerpos antiamiba 

en el suero de pacientes con amibiasis invasora ~guda, mientras 

que en los asintomáticos dichos títulos por lo general, se 

mantienen en niveles más bajos (37, 38). 

Otros estudios reportan que trofozoítos incubados con suero 

de individuos que no han padecido la enfermedad, son destruidos, 

y que este daño, se lleva a cabo por activación de la vía alterna 

del complemento y no por la vía clásica que requiere de la pre-

sencia de anticuerpos específicos (39,40). Tanto los anticuerpos 

como el complemento pueden prevenir la iniciación de la enferme-

dad por cepas virulentas de .E..; histolytica pero no son sufi

cientes para limitar la infección invasiva. Sin embargo, las 

observaciones clínicas en individuos que han sanado de absceso 

hepático amibiano sugieren el desarrollo de una inmunidad pro

tectora contra la reinfección por este parásito (41). 

Por otro lado se ha observado que las amibas presentes en 

las heces de sujetos con disenteria, son refractarias a la lisis 

mediada por los anticuerpos de estos pacientes; no así las 

amibas provenientes de cultivos axénicos que son lisadas por 

estos mismos anticuerpos. No se descarta la posibilidad de que 

existan anticuerpos protectores dirigidos contra antígenos que no 

se expresan permanentemente (42,43). 
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En estudios serológicos realizados en pacientes con absceso 

hepático amibiano, se encontró que durante las fases ini

ciales de la amibiasis hepática los niveles séricos de IgM e IgG 

especifica se elevan en el 70 % de los casos, los primeros dismi

nuyen a las 32 semanas después de iniciado el tratamiento y los 

segundos pueden permanecer elevados por mas de un año (44). 

Las aglutininas y precipitinas pueden persistir por un periodo de 

1 a 5 años. Estos hechos podrían ser tomados en consideración en 

la interpretación de resultados serológicos; así, una reacción 

positiva refleja un contacto previo o una infección presente; sin 

embargo la intensidad de la reacción serológica no ha sido corre

lacionada con la severidad de la infección (45). 

Por lo anterior consideramos la necesidad de desarrollar un 

método diagnóstico que minimice la presencia de errores intra e 

inter-observadores, que sea rápida, que no dependa de la integri

dad del parásito al momento del estudio, que sea altamente sensi

ble, especifico y útil en su detección ya sea en una forma 

directa e indirecta y en diferentes fluidos corporales, que sea 

costo-efectivo, que permita estudiar las secuelas de la infección 

por :!L.. histolytica en el humano, que sirva como un marcador de la 

actividad patogénica desencadenada por la amiba y que pueda ser 

útil corno herramienta para el estudio del parásito por los biólo

gos moleculares. 

Desde hace varios años un buen número de investigadores esto

matólogos han estado caracterizando los componentes salivales en 
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condiciones normales, asi- ,como c;~x~l6rando alteraciones en el 

rango salival y de acuerdo con ell~s detectar una buena canti

dad de componente~ los cuales se correlacionan con cierta faci

lidad con un buen número de enfermedades. 

El examen de las secreciones colectadas de las glándulas 

parótidas, submandibular, sublingual asi como de la región 

crevicular de los espacios existentes entre el diente y la gingi

va, han sido especialmente valoradas para el diagnóstico diferen

cial de una buen cantidad de enfermedades infecciosas así como 

para evaluar los efectos de diferentes agentes farmacológicos y/o 

regímenes terapéuticos que tienen una repercución importante en 

la función salival (47). 

La presencia de anticuerpos de la clase IgA, puede ser 

demostrada en diferentes fluidos corporales como son la leche 

materna, el calostro, el suero, y la saliva y son los que con 

mayor frecuencia se encuentran y se pueden detectar a muy tempra-

na edad siempre y cuando el estímulo antigénico que se dé, 

permita su presencia, la cual se ha demostrado que aparece en 

aproximadamente 14 días después de que el antígeno es presentado 

al tejido linfoide asociado al intestino (48). 

Este tipo de respuesta puede tener valor diagnóstico si se 

detecta mediante la aplicación de técnicas altamente sensibles 

como la de ELISA aplicada en muchas enfermedades infecciosas. 

Asi, la presencia de anticuerpos de la clase IgA en fluidos corpo

rales como la saliva, pueden servir como un indicador de la ami-
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bias is intestinal lo cual favo;;ece qúe se ~ampl.iel1 la's ~ºers~e~tivas 

de diagnóstico de ésta y otras p~r~~if~si§ 61:1Y~ i6c~li~~ción es 

el lumen intestinal. 
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RESULTADOS 

Se anexan tres artículos en los que se comunica: 

a). La técnica de ELISA reportada en este trabajo y en la 

que se utilizó un anticuerpo monoclonal anti-Entamoeba histolyti

ºª' se logró detectar 0.1 ug de antígeno membrana! y un mínimo de 

10 trofozoitos de la amiba dando lecturas lecturas de Densidad 

Optica en un rango de 0.095 a 0.530 para concentraciones de 0.1 

a 10 ug del antígeno respectivamente corrrespondiendo para los 

trofozoitos usados en un rango de 10 a 10,000 amibas, dan lecturas 

de 0.057 a 0.307. Al aplicar la prueba a 272 muestras 20 resul

taron positivas a la presencia del antígeno de la amiba. Las 

mismas muestras se estudiaron por microscopia observándose en dos 

de ellas la presencia de trofozóitos y en las 18 restantes, los 

quistes. De las 20 positivas, 6 contenían otros parásitos y 50 

con dos o más parásitos, resultando 202 muestras negativas tanto 

al examen coproparasitoscópico como a la determinación de antíge

no. 

En otro estudio que se realizó posteriormente aplicando la 

prueba para demostrar la presencia de antígeno a 429 muestras, 26 

fueron positivas a ~ histolytica, éstas al ser sometidas al 

examen coproparasitoscopico, 13 resultaron positivas. cuando se 

analizaron las historias clínicas de los 26 pacientes, se encontró 

que los síntomas fueron compatibles con la amibiasis intestinal. 
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se observó que la proporción ·. ;. . ; 

de posltivlda_d para .~ada una-_ de las pruebas que realizaron en 

forma comparativa (ELISA, coproparasitoscópico OBP, perfil 

rectal), se encontró que la de ELISA es más sensible que los 

otros métodos que se utilizaron para la detección de la amiba; de 

la muestra de pacientes estudiados, el 77.3% (116) de los casos la 

ELISA fué positiva, corrrespondiendo un 34.7% y 12.6% para el 

perfil rectal y OBP respectivamente. De los 116 pacientes que 

fueron positivos, todos recibieron tratamiento anti-amibiano y la 

sintomatologia disminuyó en el 100% de los casos. Ahora bien en 11 

de los 15 pacientes con absces~ hepático, la ELISA fué positiva y 

solo en uno de ellos se demostró la presencia de Entamoeba histo

lytica mediante el examen copropárasitoscópico. 

De los 116 pacientes positivos, solo en 52 de ellos se logró 

detectar ~ histolytica aplicando las otras dos pruebas y en 47 

se observaron otros parásitos. 

c) . En este proyecto, se estudió una población de 223 niños 

en edad escolar con el fin de determinar la presencia de anticuer

pos de la clase IgA anti-amiba en la saliva, aplicando para ello 

el ensayo inmunoenzimático de ELISA, y demostrándose que su pre-

sencia puede revelar una infección intestinal por ~ histolytica 

presentando la prueba una sensibilidadde 85% y una especificidad-

del 98% con altos valores predictivos, dándose una correlación 

significativa con la presencia de antígeno en heces así como con 

el examen coproparasitoscópico. Esta prueba se realiza en menos 
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tiempo que la del coproparasitoscópico y es de bajo costo; por lo 

que puede ser aplicada en programas tanto de carácter epidemioló

gicos como de control de la amibiasis. 
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DISCUSION. 

El diagnóstico de ia ami.bici.sis intestina.! es c01nunmente 

establecida cuando el trofozoító .ó el ~iste . so~ i~~nti~lca~os ·.en 

las heces, sin embargo , las limitaciones de las técnicas copro-

parasitoscópicas son bien conocidas; deb~do a ello, existe una 

alta proporción de sujetos con patología amibiana diagnosticada 

solo clínicamente, ya que no se cuenta con una metodología más 

objetiva, que sea de alta sensibilidad y especificidad para 

poder con ella detectar la enfermedad; llegándose a considerar 

en la mayoría de los casos como un criterio alternativo el diag

nóstico clínico así como la respuesta positiva al tratamiento 

anti-amibiano con metronidazol y/o dihidroxiquinoleína. Se conoce 

perfectamente que los estudios parasitológicos pueden dar lugar a 

error en la clasificiación e identificación de los parásitos 

contenidos en una muestra de materia fecal y que pueden estar 

asociados a una serie de factores como son una inadecuada obten-

ción de la muestra, deficiente conservación, eliminación inter-

mitente de las formas del parásito, tratamiento que ha recibido 

la persona antes de la colecta de la muestra, la inexperiencia 

del observador y el tiempo limitado para realizar los exámenes, 

también es posible que la colección de la amiba en la muestra 

mediante la rectosigmodoscopía en aquellos individuos con sinto-

matología clínica de la amibiasis puedan destruirse y no ser de-

tectada al microscopio; no así el antígeno el cual puede detec-

tarse por esta técnica inmunoenzimática. 
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La prueba de ELISA en heces que se propone para el diagnósti

co de la amibiasis intestinal, es una tecnica rápida de alta 

sensibilidad y especificidad tal y como quedó demostrado en los 

estudios que se realizaron para evaluarla, y en donde se comparó 

con los métodos de dignóstico que normalmente se utilizan. La 

prueba permite detectar :!L... histolytica en personas con o sin 

sintomatología de la enfermedad, por lo que puede ser de gran 

utilidad tanto en el laboratorio de rutina como en estudios de 

tipo epidemiológico o bien en programas preventivo y/o control de 

la amibiasis intestinal bajo diferentes condiciones de prevalen

cia. 

En suma consideramos que la prueba para la detección de 

antígeno de li.,_ histolytica en heées, comparada con otras de tipo 

parasitológico e inmunológico, constituye un método altamente 

confiable y práctico para el diagnóstico de la patología intes

tinal amibiana particularmente por su alta sensibilidad y espe

cificidad, la rapidez en el procesamiento y su bajo costo. 

Por lo que se refiere a los resultados obtenidos en la prue

ba inmunoenzimática desarrollada para la determinación de anti

cuerpos específicos de la clase IgA anti-Entamoeba histolytica en 

la saliva, demuestran que su presencia, puede revelar una infec

ción intestinal por este protozoario presentando una sensibili

dad mayor que el examen coproparasitoscópico. su utilidad de

pende de la prevalencia de la enfermedad así como de la pobla

ción a la cual pueda ser aplicada, resultando una sensibilidad de 
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85 % y una especificidad de 98 %, pudiendo excluir amibiasis 

intestinal con una certeza de 99 %, pero sin poder diferenciar 

entre un portador asintomático y un episodio de amibiasis inva

siva. 
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CONCLUSIONES. 

Se cuenta con una prueba de tipo inmunoenzimática, mediante la 

cual se puede determinar en heces, antígeno de Entamoeba histoly

tica utilizando un anticuerpo monoclonal acoplada a biotina y 

cuyas características más importantes es la de ser altamente 

especifica y muy sensible para poder detectar tanto a pacientes 

con la enfermedad así como a portadores de la amiba, rápida de 

efectuar y de bajo costo. 

Así mismo se propone una prueba de carácter inmunoenzimático 

la cual de cierta manera simplifica el diagnóstico de la amibiasis 

intestinal y se basa en la búsqueda de anticuerpos de la clase IgA 

específicos anti-JL.. histolytica én una sola muestra de la saliva. 

Resultando de igual manera ser muy sensible, especifica y de bajo 

costo pudiéndose diagnosticar individuos asintomáticos así como 

enfermos con la amibiasis intestinal. 
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PERSPECTIVAS. 

En base al uso de los anticuerpos monoclonales así como de 

la propia prueba, puede tener diversas aplicaciones, una de ellas 

es la de poder hacer una diferenciación del agente etiológico con 

respecto al absceso hepático amibiano ya que se confunde con mucha 

facilidad con otro tipo de alteraciones como pudieran ser abscesos 

piógenos producido por microorganismos de tipo anaerobios o bien 

por otra causa. 

Ahora bien se conoce que el perfil rectal así como la toma de 

la muestra mediante el uso del rectosigmodoscopio nos da un 75% de 

posibilidades para poder detectar la amiba mediante el examen 

coproparasitoscópico por lo que de igual manera la aplicación de 

la prueba para determinar el antígeno de la amiba a diferentes 

niveles del recto podría proporcionar una información más exacta 

de la distancia a la cual se debe de tomar la muestra para ser 

analizada. 

Así mismo su aplicabilidad puediese ser de gran importancia en 

estudios de suero en los que la determinación del antígeno se 

hiciese principalmente en aquellos casos en los que la amibiasis 

es extraintestinal con localizaciones a nivel de hígado cerebro, 

corazón, genitales o en piel. 

Por lo que se refiere a la técnica usada en la determinación 

de anticuerpos específicos anti-Entamoeba histolytica de la clase 
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IgA puede ser aplicada en otras parasitosi's cuya localización sea 

a nivel del tracto intestinal; en el sida, o bien para la deter

minación de cierto tipo de hormonas, drogas, virus, y bacterias 

relacionadas con cierta patología ora 1, etc. 
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A diagnostic test for intestinal amebiasis 
was developed by using an ELISA that in· 
corporated a well-defined monoclonal an
tibody spedfic far a membrane antigen of 
Entamoeba histolytica. The ELISA was 
found lo be sensitive and quite specific far 
E. h;stolytica, since there were no cross 
reactions with olher parasites, especiaJly 

Entamoeba coli, with which Entamoeba 
histolytica is often confused. In addilion, 
th1s test detected not onty E. histolytica 
trophozoites but also cysts. This technique 
will be of great value in the rapid and ac
curate diagnosis of E. histofytica in human 
fecal material. 

Key words: Monoclonal antibody, parasitic diagnosis 

INTRODUCTION lsolation of Plasma Membrane From E. histo/yt/ca 

Worldwidc, infcctions causcd by Entamoeha histolyticc; 
are an extremely imponant public hcalth problem. Although 
this protozoan infccrs the large intcstinc. it can invade othcr 
organs such as thc livcr. brain. skin. genital s. lung. cte. (1 ). 

Diagnosis of intestinal amcbiasis by microscopic idcntifica
tion of cysts or thc vegctativc form oí E. hi.rrolytica has thc 
disadvantagcs of requiring not only pcrsonncl with expcri
cncc in such idcntification but also samph!s takcn on thrcc 
differcnt days which. in.practicc. oftcn mcans a delay in di
agnosis owing to lack of adcquatcly supplicd samplcs. Many 
attcmpts havc bcen mude to adapt an immunocnzymatic as
say (ELISA) to thc dctcction of E. hisrolytica antigcn(s) in 
fecal material (2-4). In thc majority oísuch attcmpts. the use 
of polyclonal antibodies produccd relatively unreliable rc
sults bccausc of lack of •pecificity (5 .6J. In onc repon. 
monoclonal antibodics wcrc uscd: howcvcr. lhc monoclon
als wcre Hot immunochcmically characterizcd w determine 
spcciticity (7). 

In this work. we repon the dcvclopmcnt of a diagnostk 
test for intestinal amebiasis by means of an ELISA in which 
a well-dctincd monoclonal antibody. specilic for a mem
branc antigen of E. histolytica (8) was used. -.. 
MATERIALS ANO METHODS 

Trophozolles of E. histolytica 

Trophozoites of the pathogenic E. hisrolytica strain 
HM 1 : IMSS were maintained in axenic culture in Diamond 
TY-1 (9) and were harvested for use in the exponential phase 
of growth. 

© 1987 Alan R. Llss, lnc. 

Cytoplasmic membranes from E. histolytica were ob
tained by thc mcthod of Alcy et al. (10). 

Production of Polyclonal Anti-E. histolyt/ca 

New Zcaland white rabbits wcre immunized by injcction 
in thc footpads with 1.0 mi of an emulsion consisting of 5 X 
10" viable trophozoitcs in 0.5 mi 0.15 M NaCI and 0.5 mi 
Frcund"s incompletc adjuvant (Difco. Dctroit. MI). Thcse 
•mimals wcrc again injcctcd intramuscularly and subcutanc
ously with the samc quantity of viable trophozoites (without 
adjuvant) 8 and 15 days lmcr. When thesc animals demon
stratcd thc production of scrous antibodics against mcm
branc antigen as detcnnincd by double immune diffusion 
( 11), they were blcd. The immunoglobulin fraction was pu
rificd írom thc scparatcd sera by precipitation with ammo
nium sulfate (12). 

Production of Monoclonal Anti-E. histolytica 

BALB/c mice wcre immunized by intrapcritoneal (i.p.) 
injcction of 2 x 106 viable E. hisrolyrica trophozoites. One 

This work wns supponcd in pan by a research grant from the CONACYT 
PCSABNA-020830 (México) and by a grant from 1hc Agcncy for Jn1er
na1ional Dcvelopmenl (USA}. 
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month later, they were injccted i.p. with 100 µg of E. /ris
tolytica membrane antigen. Four days after this last injec
tion. thc animals were killed and the splecns removed. Thesc 
immunc splccn cclls wcrc fuscd with SP2/0 mvcloma cclls 
(ratio 100: 1) by using polycthylcnc glycol 4,00Ó (Sigma. St. 
Louis, MOJ. Production of antibodics by hybrid cclls was 
detcrmincd by ELISA. Thosc hybrid cclls producing spc
cific anti-E. histolyrica wcrc cloncd in soft agar (13). Pro· 
duction of spcdfic immunoglobulin in thc rcsulting colonics 
was dctcnnincd by ELISA. Pm.itivi: dones \\:ere cxpanded 
in vitro and thcrcaftcr. in vivo, in ascitis form in BALB/c 
mice prcviously inoculatcd i.p. with Pristan (Sigma). Eight 
days latcr. the ascitis liquid was obtaincd and thc immuno
globulin fraction was rccovcred. 

That this monoclonal antibody is spccific to strains of E. 
/lisrolyrica has bccn dcmonstrated (8). In an ELISA. this 
monoclonal antibody was shown to rcacr with soluble anti
gen from E. hisro/yrica strains HMl:IMSS. HM3:1MSS. 
HM38:1MSS, and HK9:NIH but not fmm E. 111oshko1•skii. 
E. imndl'llS, or E. hisrolylica-related Larcdo strain. This 
specificity was also shown in immunofluorcscencc studics, 
in which this monoclonal antibody reactcd with trophozoites 
from E. hisrolyrica but not from E. moshkorskii. E. im·a
dens, or E. hisrolyrica-rclated Laredo strain. 

Preparation of the Anti-E. histolytica-Blotin 
Conjugate 

Thc monoclonal antibody was dialyzed against 0.1 M 
NaHco,. pH 8.0. Thereaftcr. thc protein conccntration was 
detem1incd ( 14) and. was adjustcd to 100 µg/ml with 0.1 M 
NaHCOJ- For cach 100 µg of antibody. 100 µI of DMSO 
containing l.l mg-hydroxysuccinimido-biotin (Sigma) was 
added. After the mixture had bcen incubated (2 h. 25ºC). the 
reaction was stopped by the addition of 0.1 volume of 1 M 
NH,CI, pH 7.2. The rcsulting mixture was dialyzcd against 
0.01 M phosphatc buffer containing 0.15 M NaCI (PBS) pH 
7.2 (4ºC. 24 hJ (15). 

Preparatlon of Fecal Samples 

Frozen fecal samples (272) werc reccivcd from thc Hos
pital General del Centro Medico del IMSS and from the Ins
tituto Nacional de Pediatría, Mexico City. The samples wcre 
coded in a double-blind study. After the data from ELISA 
werc obtaincd, the results werc comparcd to that from mi
croscopic studies of samplcs prcparcd by the Faust method 
(16). For ELISA, each fecal sample was homogenized in 
PBS, pH 7.4, which contained sodium dodccyl sulfate 
(0.05%), and thrce conccntrations (50 mg, 5 mg, and 0.5 mg 
per mi) werc testcd. 
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ELISA Determinatlons of E. histo/yt/ca in Feces 

Each wcll of polystyrcnc platcs (lmmulon 11. Dynatech 
Laboratnric~. Alcxandria. VA) was coatcU by thc m.ldition of 
10 µg of polyclonal anti-E. histnlytica in 100 µI 0.1 M car
bonate buffer. pH 9.6 and by drying thc platcs in a dcssica
tor undcr vacuum. Prcvious tcsting ofvaried amounts (0.01, 
O. l. 1.0. 10. and 100 ¡1g) of this antibody showed ID µg to 
be optima!. At thc stan of thc assay. the wclls wcrc washed 
thrcc times by adding PBS. pH 7.4 containing 0.05% Twccn 
20 CPBS-TwJ (200 µI per wcll. 3 min. 20ºC). Thc wclls werc 
thcn blockcd by thc addition of 1 % (w/v) bovine serum al
bumin (BSA) in PBS (200 µI pcr well: 4h; 20ºC; gentle 
agitation). 

Thc scnsitivity of the test was detcrmincd by parallel ex
pcrimcnts in which E. hisro!ytica mcmbranc antigen (0.1-
100 µg) and E. hi.110/yrim trophozoites ( 1-1.000) wcre used. 
Thcrcfore. to the appropriate platcs. known quantities of 
cith<..!r mcmbrnnc antigcn. trophozoitcs. or fcccs wcrc added. 
Alicr incubation for 1 h at 37ºC and 2 h al 20ºC (with agi
tation). thc plates werc washed threc times with PBS-Tw 
containing 0.05 % BSA (PBS-Tw-BSA) for 3 min beforc 
each changc. The monoclonal anti-E. hisrolytica-biotin con
jugatc (50 µI) was added to each wcll and the plates wcre in
cubated 1 h at 37ºC and 2 h at 20ºC. with gentlc agitation. 
Thc platcs wcrc thcn washed with PBS-Tw-BSA as bcfore. 
lmrncdiutcly thcreafter. 50 µI of streptavidin-pcroxidasc 
(Amcrsham lntemational. UK) which had bcen dilutcd 1 :400 
in PBS containing 1 % BSA was addcd to each wcll and the 
platcs werc incubated for 1 h at 37ºC. Thc plates wcre then 
washcd fivc times for 3 min with PBS-Tw and 50 µI of sub
stratc was addcd to cach well. Thc substratc was prcpared by 
adding IO mg o·phcnylcncdiaminc and 4 µI 30% Hz01 to IO 
mi ofO. I M citrarc buffer. pH 4.5. Thc platcs with substratc 
wcrc incubated for 4 min at 20ºC in the dark. To stop the rc
action. 200 µI of 1 M H2so, was added to each well. Thc 
plutcs werc then rcad at 495 nm in an ELISA processor M 
(Bchring. Marlburg. West Gcrmany). 
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Fig. 1. Sensitivity of the EUSA. Points indicate reactivi1y of thc mono
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TABLE l. Determinotion of the Presence of E. histo/ytica in 
Feces by Microscopy and bv ELISA 

Pnrasite Microscopy 

Parasi1es ab!.Cnt 2021272 
Parasi1es present 70/272ª 

E. histolyrica 2017r:/' 
01her parasites 50170 

E. coli 14170 
G. lamblia 14170 
E. nana 11170 
l. burscMii 4170 
Ch. mesnili 4110 
A. lumhricoides 3/70 
T. trichura 1170 

usome samples contained more than one parasitc. 
hsame 10 samplcs which were positive in ELISA. 
(Negative ELISA implies no cro3s reaction. 

~ 
"' "' .. 

.......... -""· 

¡.. 
1 

FECAL SAMPLE ( m; I mi I 

ELISA 

252/272 
20/272 
20170" 
0110' 
0170 
0170 
0/70 
0110 
0170 
0170 
0110 

--

Ffg. 2. Range of reactivity of the ELISA in E. histolytica-positive :md 
·negative human fecal samples used at the concentrations shown on the 
abscissa. 

RESULTS 

The ELISA in which our monoclonal anti-E. hisrolyrica 
was used was sensitivite, deteciing as linte as 0.1 µg of E. 
histolyrica membrane antigen and ten E. hisro/yrica tropho
zoites. ELISA reading ranged from 0.095 to 0.530 for the 
amounts (0.1 to 10 µg) of membrane antigen uscd (Fig. 1 A). 
Although thc use of one trophozoite produccd a reading clase 
to background values, 10-1,000 trophozoi1es gave detect
able readings (0.057 to 0.307) (Fig. 1 B). 

This ELISA proved useful for the detection of E. hisroly
tica in feces. Of the initial 272 samples studied. only 20 were 
positive for E. hisrolyrica as detcrmined by ELISA. These 
findings were confirmcd by microscopy: of thc 20 samples 
that were positive for E. hisro/_wica. two contained tropho
zoites and 18 containcd E. hiswlyrica cysts. Also, of these 
20, six also contained other parasites (Table 1 ). Fifty other 
samples were found to be infected with one or more para
sites but thcse were free of E. histolytica. No parasites wcre 
detected in thc remaining 202 samples. 

Thc optical density rcadings of the three dilutions of the 20 
E. hisro/yrica positivc fecal samplcs were compared among 
themselves and to thc readings of the negative controls. Al
though the readings of the three dilutions gave values that 
were significantly different from those of thc ncgative con
trols (P < 0.001 ), they did not differ among themselves 
(P > 0.05) (Table 2; Fig. 2). 

Since these preliminary studies indicaled that the quantity 
pf stool sample Jo be analyzed was not critica! for evaluating 
the presencc of E. hisrolyrica, in a la ter study the amount of 
feces was not wcighed. In this study. 429 samples were ex
amincd and 26 wcre positivc far E. histolyrica as determined 
by ELISA. By microscopy, only 13 of thesc 26 samples and 
no others were positive (Table 3). When the clinical records 
were examined to detem1inc the rcliability of the ELISA test, 
it was faund that the symptoms of those patients with the 
positive stool samples were compatible with a diagnosis of 
amebic infection. Here again. by microscopy, some samples 
positive far E. histo/yrica contained other parasites, while 

TABLE 2. Sensiti\'ih· of ELISA to Different Concentrations of Entamoeba ltistolytica~Posith·e 
Feccs -

Fecal N,o. of 
sample samplcs 

Group (mgfmh assaycd Optical Dcnsit)'.sq~ 11m± S.E. P' 

50.0 20 0.151 ± 0.024 < 0.001 
5.0 20 0.111 ± 0.011 < 0.001 
0.5 20 0.086 ± 0.011 < 0.001 

4 Blankh 20 0.025 ± 0.005 
5 Blan~.:" 202 0.025 ± 0.002 

"The P value was comparcd to thc background valucs ob1aincd in group 4 or 5. 
¡,Background valuc of E. liino/yrin1-posith·e feccs in control pla1cs in which cithcr polyclonal or monoclonal 
antibcxly was not uscd. 
'llackground va!UC!oo from thc 202 E. his1oly1irn·frce fecal samplcs. 



TABLE 3. Determination of the Presence of E. histolylica in 
Feces h)' l\ticroscop\· and h\· ELISA'' 

Parusitc f-.1krtl!<.COpy ELISA 

Nonc 21314:?9 
E. lti.Ho/ytica 13/429/J 26/4:?9'' 
Othcr parasitc!<. 216/429 (0/216) 

E. coli 29 o 
G. lt1mhlit1 57 o 
E.11a11t1 59 o 
l. l>11t.\·chlii 9 o 
Ch. 11u•.rnili o 
A. ltm1hril'oidt•.f JO o 
T. tricl1urci 1 o 

"The samplc íor thc ELISA assay was takcn without weighing 1hc fcccs. 
,,.hineen of thc 26 found posith·c by ELISA and no othcrs. 
rsomc samplcs containcd morL' than onc parasi1c. 

other negative samples were found to be infected with onc or 
more parasitcs bul to be free of E. lriswlytica. No parasitcs 
werc detccted in the remaining 213 samples. Therefore, in 
addition to being scnsitive, the EL!SA assay is quite specific 
for E. histolyrica sincc there was no cross-reaction with other 
parasites and there were no false positives or false negatives. 

DISCUSSION 

The ELISA method used in this work showed that thc 
monoclonal anti-E. lrisJO/yrica could detect the prescnce ar' 
amoebic antigen in fecal samples and was sufficiently sen
sitive to detect 0.1 µg of this antigen or ten or more E. lris
JO/ytica trophozoites. As stated in Matcrials and Mcthods, 
this monoclonal antibody has becn shown lo havc thc ncc
cssary specificity to distinguish bctween E. lriswlytica and 
other Emamoeba species (8). This spccificity was also dcm
onslrated here by lhe lack of rcactivily with lhe othcr para
sites. cspccially E111amoeba co/i, with which Emamoeba 
histolytica is oftcn confuscd. Rcpctition of assays on sam
plcs which had bccn frozen for over 30 days showed no 
changc in thc rcsults. 

This technique. lherefore. is not only scnsitive and highly 
spccific but also rapid and precise. Since il obviates the need 
of microscopic studics and serial samplcs. a grcatcr numbcr 
of samples can be processed in lcss time. Because this 
ELISA also detected E. hisrolytica cysts. thc identification 
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of asymptomalic carricrs is facilitatcd. This technique will 
be of great valuc in thc rapid and accurate diagnosis of E. 
histolytica in fecal material. 

REFERENCES 

J. Scpulvcda B. Manincz·Palnmo A: lmmunnlogy of amocbiasis by 
Emllmodia hüt11lytica. In lmm1m11/ogy of Punuitic lnfi•ctiom S Cuhcn. 
KS Warrcn. cd~. B\ack\\cll. London. 1979. pp 170-191. 

2. Lombardo L. Flore!\ FB: Amibiasb invasora cerebral. ..trc/1 /11\'est 
Mt•d (Mt•.rJ 2:sJ61. 1971. 

3. Maculcla·Ruiz 'E:: Amibia~i!<. inva!<.ura cutunca. Arc/1 /lm•.H ,ri,,ft•d (Me.fJ 
2:s373, 1971. 

4. Garcia-Sainz M. Silva·Ancaga R. De la Hucna R: Amibia!.is de 
organn~ gcnitalc!<. en ambt>!<. !<.C.1'.o~. Arcl1 /m·t•st Med (,\fexJ 2:s367. 
)~71. 

5. Palacios 08. De la Hoz R. Snsri H: Detcrminacion del antigeno 
amihiano en hecc!<. por el mc1odo de ELISA (Enzyme linkcd immu
mmb~orhcnt a!<.sayJ para la idcnlificriciun de Entamot•ha /Jüwlytim. 
Ard1 lm·t•.H Mcd (i\frxJ 4;!<.339. 1978. 

b. Randa! GR. GuidMni1h SS. Shd. J. Mehalki S. Hcyncman D: U~c of 
thc CO:/)tnC hnlrir.:d inm1urn1!<.orticn1 assay (ELISAJ for dctcc1inn of 
F.111um111•h11 h1.~1oly11rn antigcn in fccal samplc!<.. Tram R Soc Trop 
Mt•d 78:593. 1984. 

7. Ungar PB. Yoll-cn HR. Quinn CT: U!.C of mumx:lonal antibody in an 
cnt\·mc immunoassav for thc dctcction of Entamocba histolvtica in 
fcc~I !<.pccimcn!'>. Am J Trop Mt•d Hyg 34:465. 1985. . 

8. Oniz-Oniz L. Ximcncz C. Michalak C. Mcndoza F. Mclcndro El. 
Oli\'a A: Emamo1•l"1 hütolytica: Spccific anligcn rccognizcd by a 
monoclnnal antibody. E.rp P1muiw/ 61 :390. 1986. 

9. Diamond LS: Tcchniques uf a\cnic cullivation of E. l1iJrolytica 
Schaundinn. 1903 and /::. hi.mif\'tirn amcbac. J Parmito/ 54: 1. 1%8. 

Hl. Alcy BS. Scou WA. Cohn zA: Plasma mcmbranc of E11wmoeha 
lii.floly1im. J Er¡i .\fecl 152:291. 1980. 

11. Cnmlc AJ: lmm1modij11Jir111, 2nd Editinn. Acadcmic Pres!<.. Ncw 
Yorl\. 1973. 

1:?. Gar'\'CV JS. Crcmcr NE. Sus!<.dorf OH: Me1/uids fo lm1muwlogy, 3a 
&J. V..;.A. Bcnjamin. lnc., Ncw York. 1977. pp 218-219. 

IJ. Kcnnc:n RH: Cloning of hybridoma!\. Clonin,g in semi!.olid a¡,mro..-.c. 
In Mmwcftuwl .4t11ilwd11·s. H\'hriclmtuu: A Nell' Dimt'luion in Biolog· 
irn/ A11aly.H"5 RH Kcnnctt. TJ McKcarn. KB Bcchtol. cd..-.. Plcnum 
Prc ......... Ne\.\ York. 19RO. pp 372-373. 

14. Luwry OH. Ro~cbrnug.h NJ. Farr AL. Randall RJ: Pro1cin mca:,urc
mem w11h thc fulm phcnol rcagcnt. J Dio! Cht•m 193;:!65, 1951. 

15. Hsu S-M: lmmunopcro.,ida~c 1cchniquc~ u!<.ing. thc avidin-biotin sy.<.· 
tcm. In E11:..\'me-i\/t'clit1tt•d lmmw1m1.uc1y TT Ngu. HM Lcnhoff. cd~. 
Plcnum Prc~!<.. Ncw York. 1985. pp ~67-476. 

16. Faust EC. o·Antonv JS. Odom V. Millcr MJ. Pcrcs C. Zawitz E. 
Thomcn LS. Tobic ÍE. Walkcr JH: A critica! study of clinical labo
ratory 1cchniqucs for thc diagno!<.is of protozoan cyst and hclminth 
cgg in fccc!<.. Am J Trop ~frd Hy¡.: 18: 169, 1938. 



Journal of Cllnlcal Laboratory Analysls 4:39-42 (1990) 

Evaluation of the ELISA Test for Detection of 
Entamoeba histolytica in Feces 

Elizabeth Merino,1
•
2 Walter Glender, 1

•
3 Ruben del Muro,4 and Librado Ortiz-Ortiz5 

'Unidad de Epidemiologia Clinica, Facultad de Medicina UNAM!Hospital General de Mexico, Secretaria de 
Salud, and Unidades de 2 Gastroenterologia and 3Medicina lnterna.308, HGMSS and "Departamento de 

Ecologia Humana, Facultad de Medicina and 5Departamento de lnmunologia, Instituto de Investigaciones 
Biomedicas, U.N.A.M., Mexico, D.F. Mexico 

The clinical utility al an ELISA test with 
monoclonal antibodies to detecl anligen of 
Entamoeba histolytica in teces was evaluated 
in 150 patients with gastrointestinal symp· 
toms. Each subject was examined by recio· 
sigmoidoscopy w1th recta~ smear andmr a 
triple stool search far ova-bactena-parasite 
(OBP); in addition, ene stool sarnple was col· 
lected for the ELISA test. Ali the tests were 
independenl and double blind. E. histolytica 
was detected by OBP andtor rectosigmoido
scopy in 66 patients; 61 patlents had other 
parasites; and in 23. no parasites were iden-

tified. OI ali palients. 116 were positiva far the 
ELISA test. 01 lhese. E. histofytica was iden
tified in 52. ln 47, other parasites were iden· 
ti!1ed and in 17. no par"asites were round. The 
ELISA test w1th a monoclonal antibody against 
E. histolytica antigen showed higher sensi· 
tivity than !he standard diagnoslic melhods: 
the ability to detect the presence of E. his
tolytica antigen regardless of the destruction 
of the parasile or of the error dueto misiden
tification of the parasite resulting from faulty 
preparation of the samples. 

Key words: Monoclonal antibodies, amebiásis, parasilic diagnosis 

INTRODUCTION 

Infection dueto Emamoeha histolytica remains an important 
public health problcm around thc world. particularly in 
underdevcloped countrics. The importancc of amcbiasis is 
rclated not only to the high infcction rate but also to the 
potcntially fatal complications associatcd with invasion of other 
organs by E. histolytica ( 1.21. 

The standard diagnostic mcthod far intestinal amcbiasis is 
thc dctection of E. histolytica by direct microscopic cxami
nation of stools. However. asymptomatic carriers who are the 
majar source of infection are not easily diagnoscd by this 
method. In thesc cases, examination of at least thrce 
samples with the use of concentrntion techniqucs is usually 
nccded (3.4). 

lmmunological tests using ELISA mcthods havc been pro
posed as a diagnostic altcrnative (5-9). with thc advantagc 
ofbcing highly scnsitivc. spccilic, clinically useful. and cost
effectivc. Del Muro et al. ( 10) developed an ELISA test to 
detcct antigen of E. histolytica in stool using monoclonal anti
bodies. This test yiclded a 100% scnsitivity and spccilicity. 
and it had the ability to detect !he prcscncc of thc parasite 
even whcn samplcs werc frozen far up to 30 days. lt should 
be noted that in the lancr study thc control group includcd 
asymptomatic paticnts without amcbiasis. 

The aim ofthe present study was to asscss thc clinical util
ity of the ELISA test with monoclonal antibodies far antigen 

© 19!!0 Wiley-Llss, lnc. 

of E. histo/yrica in stool in thc diffcrential diagnosis of patients 
with vague abdominal complaints. 

MATERIALS ANO METHODS 

Palien Is 

Upan their initial visit to any of thc out-patient clinics of 
thc Hospital General de Mexico. Secretaria de Salud. 150 
consccutive patients were invited to participate in the project 
provided they met the study criteria. Critcria far patient eli
gibility was a minimum age of 15 years and at leas! one of 
the fallowing groups of symptoms: a) colitic syndrome. 
dcfined by at least thít!c out uf four symptoms. namely abdomi
nal pain. constipation and diarrhea. and adbominal disten
tion; b) dysentery or dysentery-like symptoms regardless of 
the evolution time: ore) amebic abscess of the liver charac
terized by pain in the right upper abdominal quadrant, with 
fever, hepatomegaly. ultmsound image compatible with hepatic 
abscess. and IHA titer greater than 1 :256 (11 ). The ameba 
was considered responsible far the clinical symptoms if the 

Rcceived Decembcr 22, 1988: accepted May 17, 1989. 
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coproparasitoscopy and/or rectal profile andior ELISA were 
positive. 

Patienls were excluded from the study if they had received 
antiparasitic or antimicrobial drugs during the two weeks prior 
to the study. or if they did not have the rcsults of cithcr a 
sigmoidoscopy with rectal smcar ora triple stool scarch for 
ova-bacteria-parasite !OBPJ. 

Thc average age of the palients was 37 :!: 14 years (range 
15-70). Sixty·seven percent ( 101 cases) of the sample 
were females. On average. the patients had been without treat· 
ment for 21 days befare collccting the fecal samplc trange 
l~IWdcysl. . 

Ali patients with amebic pathology received specific treat· 
ment with metronidazol ( 30 mglkg a <lay in three doses lor 1 O 
days) andlor diiodohydroxiquinoline 1650 mg three times a 
day for 15 daysl. Subjects with results negative for E. 
histolytica did not reccive trcatmcnt until the etiology oftheir 
discase was detennined. 

Fecal Samples 

Fecal samples for the EL!SA test were obtained within 48 
hours following the first visit of the paticnt. The sample; wcre 
coded in a double-blind study. Samples far OBP search were 
obtained on consccutive days until thrce were collected. The 
parasitologic and thc immunologic study were done inde
pendently. 

ELISA Technique 

A well-defined monoclonal antibody. specific for E. 
lristolytica ( 12), was employed for the ELISA technique. In 
brief. each fecal sample was homogenized in O.O 1 M phos
phate buffer containing 0.15 M NaCI IPBSJ. pH 7.4. which 
contained sodium dodecyl sulfate (Q.05%), and addcd on wells 
of polystyrene previously coated with 10 µg nf polyclonal 
anti·E. hi.l'tolytica ( 100 µI) in 0.1 M carbonate bufter, pH 9.ó. 
After incubation for 1 hour at 37°C and 2 hours al 20ºC (with 
agitation). the plates were washed three times with PBS. pH 
7.4, containing 0.05% Tween 20 ( PBS-Tw) and 0.05% bovine 
serum albumin (BSAJ !PBS-Tw-BSAJ (200 µI perwellJ for 3 
minutes befare each change. Aftem'1!'ds. a monoclonal anti-E. 
lristolytim-biotin conjugale 1 SO µll was added to each wcll 
and the plates were incubatcd for 1 hour at 37º(' ami :! hours 
al 20ºC. with gentle agitation. The plate wer.e thcn washed 
with PBS-Tw-BSA as befare. lmmedimely thereafter. 50 µI 
of streptavidin·pcroxidase IAmersham lntcrnational. UKJ 
which had been diluted 1 :400 in PBS containing l '7c BSA 
was added to each wcll. The substrate was preparcd by add· 
ing 10 mg of o-phenylene·diamine and .¡ µI 30% H,O, to 10 
mi of 0.1 M citrate bufler. pH 4.5. The plates with substrate 
wcre incubated for 4 minutes at 20ºC in the dark. To stop the 
reaction. 200 µI of 1 M H,SO, werc added to cach well. The 
plates were then read al 495 nm in an ELISA processor M 
(Behring. Marburg, FRG) ( 10). 

This ELISA test with monoclonal antibody against E. 
hisrolyrica detects the presence of quantities as small as 0.1 
µg of E. histo/yrica membrane antigen, and 1 O trophozoites 
of E. lristolyrica {10). In this study we found that at 0.120 
O.D .• lhe true positive cases could be optimally discrimi· 
natcd from thc true negative Cl)~cs (sensitivity, 99'7c: spcci
ficily, 100'7c) ( 13). With this test, the presence of both cysts 
and trophozoites of E. histolytica are dctected. The monoclonal 
antibo<ly used is specific against E. histolytica strains 
Hl>ll:IMSS. HM3:1MSS, HM38:1MSS. and HK9:NIH. and 
it does not react against E. moJhkm·Jkii, E. im·wh.•11s, E. 
histolytica of the Larcdo type. nor against Esclrerichia culi. 

OBP Search 

Triple stool search for OBP was done by direct micro· 
scopic examination using the standard Faust's concentration 
mclhod 114). 

Rectal Profile 

A rcctosigmoidoscopy with direct parasite search in rectal 
mucus \i.·as performed in ali patients except in cases of ame
bic livcr absccss. 

RESULTS 

The proportion of positivity for each of the diagnostic 
tests (ELISA. OBP. rectal smear) and for each dinical cate· 
gory is shown in Table 1 . Thc EUSA ¡~si;,; pruved more sen· 
Sitive than OBP and rectal profile in tlcteC'ling amebic 
pathology. sincc 77 .3~f of thc cases wcrc ELISA positive and 
only 34.7'7r and 12.6'7r were positive by rectal profile and 
OBP. respectivcly. Thc 116 ELISA positi''" palicnts received 
antiamcbic treatment and the symptomatofogy disappearcd 
in 100'7c of thc cases. 

In 11 of the 15 patients with amebic liver abscess. the 
ELISA test wa.< found positive whereas only in one of them, 
the prl.!sencc of E. histolytica in !Cces was Uemonstr.ited by 
OBP. In these patients, no rectal profile was performed 
!Table 1). 

TABLE 1. Relalion Bctwccn thc Prcscncc oíScYcral oí thc 
Clinical Entitlcs Considcrcd as Amcbic and the Positivity of the 
OifTcrcnl Diaj!nostic Mclhods Uscd 

Chnicill 
diagnu~b 

Livcr 
ab~CCS!<. 

Diarrhea 
Cnlilic 

syndromc 
Dy~entcric 

symlrnme 

"'N.O., no1 done. 

Nn. oí 
palicnb 
fn= 150) 

15 

16 
l 17 

Assay pcrfonned Cpositive no.) 

Rectal 
ELISA O.B.P. profile 

ll 

14 
89 

o 
17 

N.O.• 

49 
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TABLE 2. Parasites Found In Rectal Prolile or Feéal Samples 

No.oí 

Parasite 

E. hi.noly1ictJ 
Alonc 
With other pmtozoa 
All other ncmatmles 

E.coli 
Giardit1/1.m11'1iu 
Enrerommws Jwmirii!i 
E11Jolima:c nmw 
Chilmnustix mesnifi 
Triclu1rü trü·hiura 
Stro11~yloidt·s srercorafi.\· 
Ascaris lumlJrkoidt•s 
Hyme,wle¡1is11cmt1 
I::ntaobim \'t•nnkufdrü 
Multiple ncmatndc!o 
Without dcmon!.lí.lted parn!litc:-. 

paticnb 
In= 1501 

66 
41 
16 
9 

14 

5 
14 
3 

23 

Of lhe 116 pa1iems wilh E. /1istolytica detected in feces by 
ELISA. thc ameba was identifted by other tests in only 52 
cases. In 47 of the samples examined. other parasitcs wcre 
also found (Table 2). and. in the remaining 17 samples. no 
parasites were dcmonstrated. 

Among the 34 subjecls with a negalive ELISA lcst i23C/c). • 
E. /iistolytica was found in 22 subjecls (65C/c) by copropar
asiloscopy and/or rectal proftle (dala nol shown). In lwo of 
these subjects. lhe symptoma1ology did not improve after lhe 
spccific trcatment. confirming afterward thc diagnosis ar 
Crohn's disease and intestinal tuberculosis. In thc rcmaining 
20 paticnts. no organic diagnosis was confirmcd: thc paticnts 
continue under study and none of thcm has shO\vn a satisfactory 
response to amhimebic treatment with metmnidazol plus 
diiodohydroxiquinoline or dehydroemeline. In the 12 remain
ing cases. no evidencc of E. his1vly1ic:a was found. 

DISCUSSION 

In 1he presem sludy we found. thal lhe ELISA 1est for lhe 
determination of !he E. histolytica anlig:en wilh monoclonal 
antibodies showed higher sensitivity !han lhe s1andard diag
nostic me1hods in the popu lalion studied, in condi1ions where 
differential diagnosis in palienls wilh nonspeciftc gastroin
lestinal symptoms is important. 

The diagnosis of amebiasis is commonly cstablished when 
the cyst ar 1rophozoile is idenlifted in feces ( 11 ). However. 
the limitations of these diagnostic techniques are well-known 
(15-18), particularly because there is a high proportion of 
subjeclS wilh amebic pathology from a clinical s1andpoin1 who 
show a positive response 10 speciftc lreatment in spite of hav
ing a negative coproparasiloscopy and/or recml proftle. As a 
consequence, due 10 1he absence of a standard diagnosis with 
adequate sensitivity for ali the positive cases, we considered 
1he presence of clinical symploms suggestive of amebic pmhol-
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ogy associated to a positive response to antimncbk tn:atmcnt 
with metronidazol andlor diiodohydrnxi4uinolinc asan alter
nate diag.nostic critcrion. 

The ELISA test for antigt!n of E. /Jiswlyrica was shown to 
be more scnsilive to diagnosc intestinal amcbiasis than the 
slandard diagnoslic mcthods. sincc il de1ec1ed 77rk ( 1161150) 
of thc subjects with symptomatology suggcstivc of amcbia
Si!-.. Only in 5::! cases wa~ thc diagnosis of amcbiasis also con
firmed by lhe OBP scarch andlor thc recrnl pro lile. Moreover. 
when the altematc dinical critt!rion nf response to treatment 
was used as diagnostic critc.:rion. thc ELISA test was ablc to 
delect 100% of lhe cases. On 1he olher hand. in subjccts wilh 
a negative ELlSA test. but in whom E. histolytica was idcn
tified by other diagnostic mcthod!-. (22134 subjcctsl. we con
sider lhal the posi1ivity of lhe parasilological sludics may be 
due to errors in thc classification uf parasitcs such as E. coli 
or E. lwrtmanni and E. histo/ytirn (3.15-18). 

The possiblc rcasons for thc low accuracy ubtaincd with 
lhe standard diagnoslic mc1hmls. OBP and rectal protilc are 
inad!!quatc sample co\lection. dcficicnt conscrvation of thc 
samplcs. intcrmittent elimination ufthc parnsitc in feccs. and 
antiparasitic or antibactcrial trcatment prior to samplc col
lection. lncxperiencc and lack of knowh!dge, as wcll as thc 
limited time av<iilablc for pcrforming thc cxaminations are 
alsu sources of error. ln fact. the cfficicncy of the microscopic 
detection of E. histolytirn by skilled opcra1ors has been 
reponed 10 be 10-33C/, 115-18). Funhermore. il is also pos
sible 1ha1 1hc ameba collec1cd in !he sample from rec1osig
moidoscopy in individuals with clinical symptoms of amebiasis 
could he deslroyed or escape microscopic de1ec1ion but nol lhe 
an1igenic discovery by thc ELISA mcthod. 

In summary, we bclieve lhal lhe ELISA test far de1ec1ion 
of anti gen of E. lrisrolyrica in fcces. compared with other pres
ent parnsitolog.ical diagnostic methods. constitutes a poten
lially useful tool in 1he diagnosis of imeslinal amebic pathology 
bccause of its high scnsitivity. spced in processing. and \ower 
test costs. 
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This investigation sought to determine whether detection of salivary IgA antibodies to Ent
amoeba histolytica could identify intestinal amebic infections among 223 school children. Four 
groups of children were identified through coproparasitoscopic ex.amination: E. histolytica as 
the only parasite (33%); E. histolytica and other parasites (22%); other parasites only (20%); 
and parasite-free (25% ). The diagnostic accuracy of salivary IgA antibodies to an E. histolytica 
membrane e><tract was 91.5% (sensitivity, 85%; specificity, 98%), maintaining high predictive 
value at different prevalences. Also, a positive correlation (r = .753, P < .001) was observed be
tween fecal E. histolytica membrane antigen levels and salivary lgA antibody activity. Measure
ment oflgA antibodies in saliva may be useful in diagnosing intestinal infections with E. histo/ytica 
within a wide range of prevalences. Moreover, sampling of saliva may be a useful non invasivc 
test for immunoepidemiologic surveys. 

Entamoeba histolytica infection is distributed worldwide 
and is a public heallh problem in many developing countries, 
where it causes severe morbidity and monality [I]. Moreover, 
amebiasis is not uncommon in industrialized nations, partic
ularly among homosexual meo [2-4] and immigrants from 
endemic areas [ 5]. 

At present, diagnosis of intestinal amebiasis, including in 
asymptomatic carriers, relies on finding !he parasite in feces 
[l]. However, coproparasitoscopic (CPS) examination is time
consuming, requires expenise, and may have limited use in 
massive screening. As an ahemative to direct observation of 
the parasite in feces, various ELISAs Cor the identification 
of E. histolytica antigens in stool have been introduced [6-9]. 
Nevertheless, collecting fecal material may still be cumber
some in epidemiologic surveys. Moreover, sorne ELISAs may 
rely on !he availability of well-characterized monoclonal an
tibodies [8, 9]. 

The presence of microbial antigens in !he gut-associated 
lymphoid tissue induces immune responses at ali mucosal 
sites, wilhout microbial invasion [IO, 11]. Moreover, secre-
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tory immune responses have diagnostic value in infectious 
diseases that alfect !he mucous membranes, even in !he ab
sence of serum antibodies [12]. Therefore, salivary IgA anti
bodies to E. histolytica may contribute to the diagnosis of 
intestinal amebiasis whelher invasive or asymptomatic, as bolh 
palhogenic and nonpalhogenic amebae that colonize !he hu
man intestine may induce secretory IgA responses. It has been 
reponed [13] lhat secretory antibodies to E. histolytica are 
present in human milk. and it was proposed lhat these anti
bodies could be ofvalue in epidemiologic srudies on amebia
sis. However, milk or colostrum antibodies are relevan! only 
10 lactating women. 

On !he olher hand, salivary antibody activity to E. histolyt
ica has been observed, allhough a poor relation was found 
between intestinal amebic infection and salivary antibodies 
[14, 15]. Nevertheless, given the potential advantages of the 
secretory immune response as an indicator of infectious dis
eases alfecting mucosa! sites, we attempted to determine 
whelher salivary JgA antibodies could identify curren! intes
tinal infection due to E. histolytica. 

Materials and Methods 

/ndMdua/s. We studied 223 school childrcn (116 boys, 107 girls) 
S-14 years old (mean, 9.6) living in an area without public services 
or sanitation. Children had no symptoms or signs of amebic Jiver 
abscess or dysentery. This population was chosen because of its ex· 
pected high exposurc to E. histolytica and because school authori
ties were willing to participate in the study. The sampled population 
does not differ from other children living in slums in Mexico City. 

CPS examil1lltion. Parents wcre given suitable containers and 
instructed to obtain the children's early moming fecal sample. Stools 
were transported and processed within 6 h after collection. 

A thorough CPS examination w.is carried out on a single, fresh 
unstained sample, concentrated by Faust's flotation method (16]. Fecal 
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smears were studied by an experienced parasitologist who, when 
compared with findings of five experu, had 1003 agrecment (• = 
l), ovcr a set of 27 test slides. 

CPS and immunologic evaluations were done in a double-btind 
fashion: ncither the parasitologist nor the immunologist k.new the 
other's resuhs until completion of the study. 

Four groups of children were identified on the basis of this exami
nation: group Eh, whose feces contained E. histolyrica as the only 
identifiable parasite; group Eh + OP, those with amebiasis and at 
least one other intestinal parasite; group OP, those harboring vari
ous intestinal parasites, not E. histolytica; and group NP, those ap
parently free of intestinal parasites. 

Saliva col/ection. Nonstimulated saliva was obtained as previ
ously described (17]. Briefty, each child was asked to dribble into 
a disposable funnel from which "-'5 mi ofwhole saliva was collected 
into a test tube immersed in ice. The saliva was centrifuged at 2500 
g and the supernatant was frozen at -20ºC. At testing, the sample 
was thawed al 4'C and clarified by centrifugation at 14,000 g. 

Preparation o/E. histolytica plasma membranes. Trophozoites 
of the pathogenic E. histolytica strain HMl:IMSS were harvested 
at Iog-phase growth from ai:enic cultures in TI'I-S-33 medium de
veloped by Diamond (18]; membranes were isolated as previously 
described (19]. Briefly, 10' cells were washed in a buffer contain
ing 19 mM phosphate and 0.27 M NaCI (pH 7.2). The cells were 
resuspended at 2 X 106 cells/ml in the same buffer plus 10 mM 
MgCh, núxed far 5 nún with an equal volume of concanavalin A 
(1 mg/ml), and centrifuged at 50 g far 1 min. The cell pellet was 
resuspended in 12miof10 mMTris-HCI buffer (pH 7.5), contain
ing 2 mM phenyl-methyl-sulfonide-fluoride and 1 mM MgCI,, 
groU'nd in a glass homogenizer and centrifuged through a sucrose 
gradient (250 g for 30 min). The pellet was resuspended in 1 mi 
Tris-HCI, 1 M a-methylmannoside, and stored at -2DºC. Total pro
tcin concentration in thc membrane preparation was measured by 
Bradford assay (20] using the microprotein assay (Bio-Rad, Rich
mond, CA) and bovine serum albuminas a standard. 

Antibody analysis. The sean:h far salivary lgA antibodies to E. 
histolytica by lgA ELISA was done according to standard proce
dures (21]. Each well in an lmmulon 11 microtiter plate (Dynatech, 
Alexandria, VA) was coated with 100 ,,1 of a ID l'g protein/ml solu
tion of the E. histolytica membrane preparation in 0.1 M carbonate 
buffer (pH 9.6). After overnight incubation at 4'C, the wells were 
washed three times with PBS (10 mMphosphate, 0.14 MNaCI) con
taining 0.05 % Tween 20 and blocked far 1 h al 37'C with 1 % serum 
albumin. The wells were incubated for 2 h at 36'C with undiluted 
clarified saliva, then washed and incubaled with alkaline phospha
tasc-conjugated goat anti-human IgA (A-3400, Sigma, St. Louis). 
Subscquently the wells were incubated (30 min at 37'C) with freshly 
prepared p-nitrophenylphosphate in diethanolamine buffer (pH 9.8). 
Substrate conversion was assessed at 410 nm in a MR-650 EIA reader 
(Dynatech, Chantilly, VA), and antibody activity was expressed as 
the mean of the absorbance readings in triplicate wells, relative to 
a blank sample containing substrate solution. Results were obtained 
using amebic membrane antigens as substrate. The reactivity of a 
crude soluble amebic extract was compared with that of the mem
brane preparation, using five saliva samples, and no differences in 
reactivity were observed. 

Detection of E. histolytica in stools by ELJSA. E. histolytica 
antigen in feces was detected by ELISA as previously described [9]. 

Table 1. IntestinafpiirasitcdnfCctfons and salivary lgA antibody 
activity to Entamoeba histolytica iíi 223 school children. 

No. of patients Absorbance at 41 O nm 
Group (%) (mean± SD) 

Eh 75 (34) .389 ± .16 
Eh+ OP"' 48 (21) .433 ± .19 

Other protozoa 30 .405 ± .20 
Nema1odes 13 .461 ± .16 
Ncmatodes and 

pro1ozoa .478 ± .15 
opt 45 (20) .151 ± .06 

Emamoeba coli atone 18 .159 ± .05 
Endolima.t nana alone 3 .124 ± .02 
Giardia lamblia alone 14 .156 ± .06 
Ncmatodes 4 .170 ± .07 
Multiplc parasites 6 .204 ± .24 

NPH 55 (25) .163 ± .05 

NOTE. Eh. Entam11t'ha hütoly11ca: OP. othcr JUrasi1cs; NP, no parasitcs. 
• Antibody acti\'Íty no1 signilkanl against Eh. 
t Amibody acli\'Íty significan! al P < .001, Srudcn1's r test. against Eh and Eh + OP. 
t Anlibody acli\it)' not significan! against OP. 

In brief, the feces were homogenized in PBS containing O.OS% SDS 
and centrifuged at 250 g. The supernatant was incubated in ELISA 
wells previously coated with the immunoglobulin fraction of rabbit 
hyperimmune serum to E. histolytica. Antigen captured in the wells 
was tagged by incubation with a biotin-labeled monoclonal antibody 
that recognizes a membrane protein specific fer E. histolytica [22]. 
The wells then were incubated with avidin-peroddase conjugate, 
followed by development with orthophenilendiamine in the presence 
of hydrogen perox.ide. Substrate conversion was measured at 490 nm. 

Statistical analysis. The sensitivity (SE), specificity (SP), posi
tive predictive value (PPV), and negative predictive value (NPV) 
of the lgA-ELISA were calculated as described previously (23], 
where: SE = proponion of children with a positive lgA-ELISA for 
children with a positive CPS; SP = number of children with anega
tive lgA ELISA among the total children with a negative CPS; PPV 
= the number of positive CPS cases among ali positive lgA ELISA 
cases; NPV = Lhe number of negative CPS children among a1J nega
tive IgA ELISA cases. False-positive rate = 1 - specificity. False
negative rate = l - sensitivity. Diagnostic accuracy is the number 
of correct diagnoses (true-positive and true·negative cases) over the 
total number of cases. The optimum A..10 cut off value far the IgA
ELISA was selected by means of a receiver operating characteristic 
(ROC) curve. Srudent's t test was applied to Lhe comparison of means. 
The correlation coefficient was obtained through computerized means 
(Program 60; BMDP Statistical Software, Los Angeles). P values 
correspond to two-sided tests, and a critical value of P < .OS was 
considered significant. 

Results 

Of the 223 children studied, 168 (75%) had intestinal para
sites, as determined by CPS examination (table 1). The prev
alence of infection with E. histolytica was 55 % (123 cases). 
In 75 (34 % ) E. histolytica was the only parasite identified 
and in 48 (21 % ) was associated with other parasites. In 45 
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Flgure l. Receiver operating characterislic (ROC) curve show
ing that 0.275 is the optima! A..10 cut off value for detection of 
anti-E. histolytica IgA antibodies in saliva. 

children (20%) parasites other than E. histolytica were found, 
while 55,E!iildren (25 % ) were apparently free from intestinal 
parasites,,. 

Mean-l\bsorbance values for IgA salivary antibody activity 
obtained 0from groups Eh (.389 ± .16) and Eh + OP (.433 
± .19) were significantly higher (P < .001) than those from 
groups OP (.151 ± .06) and NP (.163 ± .05). No significan! 
ditrerence in IgA antibody activity was observed between those 
children infected only with E. histolytica and those who had 
intestinal amebiasis associated with other parasites, such as 
E. co/i (.159 ± .05) or Giardia /amb/ia (.156 ± .06) (table 1). 

IgA antibodies to E. histolytica were present in saliva sam
ples from 85 % of children infected with this parasite. The 
diagnostic accuracy for the presence of salivary IgA antibod
ies to E. histolytica was 91.5%. Sensitivity and specificity 
values for this IgA ELISA are shown in figure l. The IgA 
ELISA confirmed infection with E. histolytica in 105 of 123 
children with amebiasis (SE= 85%); 98 of JOO children with 
a negative CPS result were confirmed by ELISA (SP = 98 % ). 
JgA antibody activity to the membrane extrae! was found in 
saliva samples from 2 children whose stools were negative 
for E. histolytica, yielding a false-positive rate of only 2%. 
On the other hand, 18 children infected with E. histolytica 
showed no lgA antibody activity in saliva, a false-negative 
rate of 15%. 

The predictive values of the JgA ELISA at ditferent preva
lence levels of amebiasis are shown in figure 2. For a preva
lence of 55 % , as observed in this study, the probability of 
having intestinal amebiasis for an individual with a positive 
ELISA was 98 % , whereas the corresponding NPV was 85 % . 

A significantcorrelation (r = .753, P< .001) was observed 
between the parasitic load, as evaluated from the levels of E. 
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Flgure 2. Effect of prevalence on positive (- - -) and negativo 
(- • -) predictive values of ELISA for anti-E. histolytica lgA anti
bodies in saliva. 
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Flgure 3. Correlation between ELISA resuhs to detectE. histolyt
ica membrane-specific antigen at A..oo and ELISA vaiues for sali
vary !gA antibody activity at A.1o in 223 school children studied, 
as de1ermined by l'ean;on's correlation coefficient; r = .753, P < .001. 

histolytica antigen in feces and salivary lgA antibody activity 
(figure 3). A good association was found also between the 
diagnosis of amebiasis through CPS examination and the pres
ence of amebic antigcn in feces; 119 of 123 CPS-positive 
children tested positive for amebic antigen, and only 6 CPS
negative children had E. histolytica antigen in their stools. 
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These results demonstrate that lgA antibodies to E. histolyt
ica in saliva can revea! a curren! intestinal infection with this 
parasite. Further, this secretory immune response may also 
reflect the parasitic load, as a positive correlation w.is observed 
between salivary IgA antibody activity and the levels of E. 
histolytica membrane antigen in stools. However, this secre
tory immune response to E. histolytica is not expected to 
differentiate between an asymptomatic carrier and an in
dividual with invasive amebiasis, because secretory immune 
responses to microbial antigens are elicited in gut-associated 
Jymphoid tissue without the need for invasiveness [10, llJ. 
Whether the secretory immune response to E. histolytica plays 
a protective role in intestinal amebiasis remains to be clarified. 

Secretory antibodies to E. histolytica have been found in 
the colostrum [13) and sali\"d (14, 15] from individuals in
fected with this parasite. However, the reponed findings seem 
inadequate far diagnostic purposes. Speelman and Ljungstrom 
(14] reported a poor correlation between salivary antibodies 
and intestinal amebiasis, but only 8 of251 individuals stud
ied were infected with E. histolytica. Moreover, the sensitiv
ity and specificity of the E LISA used were not reponed and 
could not be calculated from their data. In another study [15) 
of 33 Jactating women among whom asymptomatic amebia· 
sis was confinned in 61 % , rhe sensitivity and specificity of 
ELISA for secretory antibodies in saliva was 32 % and 55 % , 
respectively, as calculated from the reponed results. 

In contras!, in the present study, based on a single CPS ex
amination as the reference standard, the lgA ELISA correctly 
classified, either as !rUe positive or true negative, 91.5% of 
223 children with a high sensitivity (85%) and specificity 
(98%). 

Nevertheless, saliva samples from 18 individuals whose fe
ces contained E. histolytica showed no lgA antibody activity. 
These false-negative results could be attributed to recently 
acquired infections in which the antibody response had not 
yet appeared. In humans, lgA antibodies appear in externa! 
secretions "'14 days after presentation of antigen to the gut
associated lymphoid tissue [ll]. 

The consequences ofa false-negative IgA ELISA in a symp
tomless carrier would be associated with the risk of E. histolyt
ica transmission and the possibility of developing the disease. 
However, in endemic arcas, it might not be cost-etfective to 
treat ali infected individuals, because ofthe high risk ofrein
fection [!).In these areas, pathogenicity markers may be use
ful in selecting asymptomatic carriers far treatment. 
Zymodeme analysis has been proposed as a too! to differenti
ate pathogenic from nonpathogenic isolates. However, it has 
been shown that isolates carrying nonpathogenic zymodemes 
may change and express pathogenic markers [24, 25]. 
Nevertheless, the clinical relevance ofthese findings remains 
to be determined. 

lgA antibody activity to the membrane extraer was found 
in saliva samples from two children whose stools were nega-

ti ve for E. hisrolyrica. This false-positive rate of 2 % could 
be associated with infections that were cured shonly befare 
the examination; in these cases the test may have detected re
sidual IgA antibodies. Nevertheless, the reponed shon dura
tion ofthe human IgA antibody response [10, l J, 25) may pose 
further advantages in the assessment of amebiasis, because 
serology cannot distinguish between antibodies generated by 
a current active infection and long-lasting residual antibodies 
from an earlier episode [26). Although these children were 
not treated and followed to evaluate this possibility, prelimi
nary findings of a cohort study of 42 adults with intestinal 
amebiasis show a decrease ofsalivary anti-E. histolytica IgA 
antibodies over 45 days after treatment (unpublished data). 

The diagnostic performance ofthe IgA ELISA will depend 
on this test's capability for detecting E. histolytica infections 
and on how good the CPS examination is as the reference stan
dard. The sensitivity ofthree consecutive CPS examinations 
with Faust's method is 60%-80% (27). Even ifthe new test 
is better than the reference standard, the inaccuracy of the 
standard will make the IgA ELISA appear inferior, when in 
fact it might reflect more closely the true prevalence of the 
disease [23). Moreover, the sensitivity ofthe IgA ELISA was 
at least as good as that of a single CPS examination; there
fore, it may be suitable far epidemiologic surveys. 

The sensitivity and specificity of a diagnostic test remain 
c'.lnstant at different prevalences [23); however, the clinical 
utility ofthe IgA ELISA described depends on the prevalence 
of amebiasis for the population in which the test will be ap
plied (as shown in figure 2). For instance, in communities 
with an amebiasis prevalence <5 % , as in the USA, a nega
tive IgA ELISA will exclude intestinal amebiasis with a cer
tainty >99 % , whereas only 74 % cenainty is obtained at a 
prevalence of70%. However, ata prevalence <5%, a posi
tive IgA ELISA will confirm the diagnosis of amebiasis with 
a cenainty <60%, whereas 99% certainty is obtained ata 
prevalence of 70 % . 

The results obtained in children living in a highly endemic 
area may be applicable to other high-risk groups, even in in
dustrialized nations, where the prevalence ofamebiasis is as 
high as 36% among male homosexuals, inmates at mental 
institutions, or immigrants [28). 

The IgA ELISA otfers various advantages over other diag
nostic procedures. CPS examination is time-consuming, labor
intensive, and requires a skilled parasitologist [1), whereas 
the use of enzyme-linked assays to detect amebic antigens in 
stool reduces the time required to examine fecal material and 
in ter- and intraobserver variability. However, handling of fe
ces remains cumbersome. Therefore, epidemiologic surveys 
based on the screening for salivary antibodies can be carried 
out with greater ease and lower cost than can stool or serum 
examínations. 

These results demonstrate a high diagnostic accuracy for 
the IgA EL!SA and indicate that this test can be useful in im
munoepidemiologic and preventive programs for the control 
of intestinal amebiasis under different prevalen ce conditions. 
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