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RESUMEN

La amibiasis es una infeccion intestinal causada por Entamoeba histolytica, siendo un
problema de salud publica por su frecuencia, morbilidad y mortafidad, encontrandose la
mayor presencia e incidencia de la infeccion en comunidades con condiciones
socioecondmicas deficientes, donde la sanidad ambiental y alimentacion son inadecuadas,
Por otra parte, la frecuencia de amibiasis intestinal detectada por métodos convencionales
no es un indice confiable para determinar la presencia de la enfermedad amibiana, debido a
la dificultad para establecer un diagnostico de certeza, que permita dar valor a estudios

epidemioldgicos.

De acuerdo con lo anterior en este estudio se evalu6 un método inmunolégico
(ENZYMEBA) para la deteccion de Entamoeba hisiolyticaen heces y se compard con un

método convencional (CPS).

A un total de 799 muestras de heces obtenidas al azar fueron analizadas por el método
coproparasitoscopico de Faust y posteriormente se les aplico el método ENZYMEBA. Los
resultados obtenidos por ambos métodos (CPS Y ENZYMEBA), fueron analizados por
medio de un anilisis de varianza por el cual se determind el ‘efecto de los métodos yel
diagnostico (positivo y negativo) sobre‘la presencia de Entamoeba histolytica en las

muestras.

Los resultados mostraron que el método CPS y ENZYMEBA presentaron diferencias
significativas en cuanto al diagndstico de casos positivos y negativos, siendo el método
CPS el que diagndsticod mas casos positivos que el método ENZYMEBA, mientras que en
relacion al diagnostico de casos negativos, el método ENZYMEBA determind mayor

nimero de éstos que el método coproparasitoscopico (CPS). De acuerdo con lo anterior

vi




se llegd a la conclusion de que ENZYMEBA puede ser ufilizado como un método
alternativo para el diagnostico de certeza de amibiasis intestinal; dadas sus caracteristicas,
ofrece mayores ventajas respecto al método coproparasitoscopico en cuanto a la

determinacion de casos positivos y negativos para Entamoeba histolytica,

vii




INTRODUCCION.

La amibiasis es una infeccidn intestinal causada por Ent ba histolytica,

probablemente esta enfermedad ha existido desde que la especie humana se diferencid de
sus predecesores inmediatos en el curso de la evolucion, lo cual trajo como consecuencia un

aumento considerable en la incidencia y distribucion mundial de la amibiasis?4.

Entamoeba histolytica es un organismo eucaridtico pequefio (10-40 pm), fragil,
sensible a cambios ligeros de temperatura, capaz de colonizar el intestino grueso. Ademas
en circunstancias aun desconocidas, puede invadir la mucosa intestinal y eventualmente
destruir pricticamente cualquier tejido del organismo humano, desde los epitelios de
recubrimientos hasta 6rganos solidos y huesos. Al mismo tiempo, el parésito evade con

éxito las respuestas de defensa moleculares y celulares del huésped humano?.

Aproximadamente, el 10% de la poblacion mundial esta infectada por Entamoeba
histolytica, de ésta del 2 al 30% de los individuos infectados,_ dependiendo de la virulencia
de las cepas en cada area geogrifica, desarrollan amibiasis sintomatica?®. Asimismo,
estudios recientes indican que alrededor de 60,000 personas mueren anualmente por esta

parasitosis®®,

La identificacion microscopica de Entamoeba histolytica en heces, sigue siendo hoy dia, e}
método més utilizado para el diagndstico de amibiasis intestinal, existiendo para ello gran
variedad de técnicas coproparasitoscopicas cada una con una sensibilidad muy diversa; sin
embargo, la aplicacion del método morfoldgico a través de la técnica de cpncentracion y
flotacion de Faust, €s fa mds utilizada en instituciones médicas del pais, ya que por tradicion
resulta ser el método mas accesible para cualquier laboratorio, afiadiendo que la

interpretacion de resultados tiene importantes limitaciones por lo cual es frecuente cometer



errores de diagnostico que generalmente son de sobrediagndstico, ademas de inducir a

resultados falsos negativos en casos de amibiasis invasora.

Existen algunos métodos alternativos que ofrecen mayor confiabilidad en el diagnostico de
amibiasis extraintestinal como es el caso de los inmunolégicos (ELISA, IFI) que detectan
anticuerpos séricos contra Entamoeba histolytica , los cuales han sido utilizados en el
diagnéstico indirecto de absceso hepatico amibiano; sin embargo, para la amibiasis intestinal
no se ha encontrado una solucién eficiente para el problema de su diagnéstico mediante
métodos inmunolégicos, aunque se ha reportado la deteccion de antigenos de Entamoeba
histolytica en heces empleando anticuerpos monoclonales por medio de inmunoensayo, lo
cual no ha tenido los resultados esperados debido a reacciones cruzadas con determinantes

antigénicas de otros parasitos!2.37,

Asi, quedan establecidas las circunstancias que sirvieron de antecedente a un grupo de
investigadores del Instituto de Medicina Tropical "Pedro Kouri" (IPK), que en los ultimos

afios desarrollaron un nuevo método para el diagndstico de amibiasis intestinal.

A este procedimicnto se le denomind ENZYMEBA, el cual se basa en la deteccion
cualitativa de histolisina, una proteasa sintetizada por Entamoeba histolytica, que sefiala su

presencia en la muestra problema (heces).

El método ENZYMEBA tiene una sensibilidad del 95 al 98 % y una especificidad del
98 al 100 % (18,27, datos no publicados) cuando se le compara con el examen
microscopico para heces. Debido a que este método esta basado en la actividad de una
proteasa especifica de Ewtamoeba histolytica, no existe la posibilidad de fallos en
diagnostico provocados por la destruccion del pardsito en muestras recogidas o preservadas

inadecuadamente o por confusion con otros artefactos, como en el caso de Ia observacion



microscopica; ademds no se producen reacciones cruzadas cuando la muestra que se

procesa contiene otros parasitos.

Por lo tanto, la amibiasis es un problema de salud piblica, que requiere de un método
que proporcione un diagnostico de certeza real y de esta forma poder obtener mayor
informacion de los factores de riesgo de desarrollo de la infeccion y de la enfermedad

amibiana, asi como la incidencia de la misma.

Por esta razon, se considera importante la realizacién de un estudio comparativo de dos
técnicas, la coproparasitoscopica (Mét. de Faust) y la de ENZYMEBA, para evaluar a
ENZYMEBA como un método alternativo que proporcione un diagnostico de certeza real

para la amibiasis invasora intestinal.



HIPOTESIS

ENZYMEBA es un método inmunoenzimético para la deteccion de histolisina, una
proteasa especifica producida por Entamoeba histolytica, la cual sefiala la presencia del
parésito en la muestra problema (heces). Por lo tanto se espera que tas muestras analizadas
por el método ENZYMEBA presenten diferencias en el nimero de pacientes
diagnosticados con amibiasis comparado con el método coproparasitoscdpico (CPS) de

Faust, un método menos especifico y empirico para la deteccion de Entamoeba histolylica.

OBJETIVOS

a) Determinar fa presencia de Entamoeba histolytica en heces mediante un método
inmunoenzimético "ENZYMEBA",
b) Comparar y evaluar el valordiagnéstico del método" ENZYMEBA"

con el método coproparasitoscapico (CPS).



I. GENERALIDADES

1. Generalidades del parisito

1.1. Clasificacién de Entamoeba histolytical?

Reino Animalia

Phylum Protozoa

Sub.phylum Sarcodina

Clase Lobosea

Orﬁen Amoebida

Familia Entamoebidae

Género Entamoeba

Especie Entamoeba histolytica

1.2. Morfologia de Entamoeba histolytica

Entamoeba histolytica presenta tres estadios morfolégicos principales: trofozoito

(forma movil o vegetativa), prequiste y quiste (los dos tltimos inmoviles)*,

El trofozoito es una célula cuyas medidas fluctdan entre 10y 60 pm de dismetro, con
forma variable y movimiento caracteristico, mediante {a emisién de seuddpodos digitiformes
largos, anchos y rapidos. El nicleo es esférico y no se observa facilmente, ya que ocupa el
20% del volumen de la célula. Los trofozoitos no se enquistan cuando invaden tejido, solo

cuando se establecen en la luz intestinal36,



Bl prequiste se forma cuando las condiciones en que se mueve el trofozoito en el
intestino grueso son poco favorables para su supesvivencia, empieza a inmovilizarse,
perdiendo todo el material intracitoplasmico que no ha digerido. Se redondea, se reviste de
una doble membrana gruesa y reftingente, la cual le confiere resistencia al parésito cuando
se exponga a las condiciones del medio externo al ser expuisado con las materias fecales.
En este momento el prequiste presenta en su citoplasma un nicleo y barras cromatoidales y

ademas presenta una pared quistica, que fo diferencia del trofozoit036.

Por ultimo, el quiste es la forma infectante de Entamoeba Irislolyt)'ca, éstos son
redondeados o ligeramente ovalados, su didmetro varia de 5 a 20 pm de didmetro. Durante
la maduracion del prequiste se observa que el niicleo se divide en dos y luego en cuatro,
quedando al final del proceso, el quiste maduro que tiene cuatro niicleos pequedios. De cada
quiste emerge una sola amiba metaquistica tetranucleada, que produce a su vez ocho
trofozoitos uninucleados después de 1a division2, Los quistes se encuentran en las materias
fecales sdlidas, las cuales, al salir contaminan alimentos, que cuando son ingeridos se

adquiere la infeccion.



1.3, Ciclo biolgico de Entanioeba histolytica

El hombre mismo es la fuente de infeccion y diseminacion de Entamocba histolytica,
por lo que uno de los aspectos mas importantes en la amibiasis son los mecanismos de

transmision como 36:

a) De persona a persona, principalmente por comida o bebidas
contaminadas;
b) Por el fecalismo al aire libre, y

¢) La coprofagia humana.

En la mayoria de los casos 1a transmision es debida a la prevalencia de portadores
asintomaticos, el cual es un indicador de la magnitud de la infeccién en una poblacién

dada?4,

La via de entrada en el organismo es la digestiva, por medio de algin vehiculo
contaminado con quistes como alimentos, agua y aire; la via de salida es con la materia

fecal, donde el quiste puede perdurar largo tiempo en el ambiente.

Cuando se adquiere la infeccion al ingerir los quistes de Entamoeba histolytica, estos
pasan al estomago en donde la accion del jugo gastrico empieza a actuar sobre ellos, pasan
al intestino delgado en donde se abren para dejar salir un trofozoito octanucleado, que
ripidamente se divide y da lugar a ocho trofozoitos metaquisticos pequefios, los cuales son
lievados con el contenido intestinal al ciego en donde pueden seguir dos caminos:
establecerse o bien ser arrastrados hasta el exterior junto con la materia fecal; para que los
trofozoitos se establezcan en el intestino grueso, tienen que conjuntarse factores tales como:

el nimero de trofozoitos, transito intestinal lento, bacterias entéricas apropiadas, dieta rica



en gziicares, potencial de oxido-reduccion bajo y otros mas (Fig. 1)36. Si la amiba se
establece en el hospedero, el periodo de incubacién biolgico es de 1 a 5 dias, aunque el
tiempo en que se presente la sintomatologla puede variar entre 4 dias a un afio, con un

promedio aproximado de 4 meses™,

ArTrojozoito

B-Quiste joven 1--
Cr U binucleado
D-n MadUT O LFORMAINHCTANTE) 29-_

1-Ectoplasma

2-Nicleo

3-Cromatina

4-\Vacuola
5-Endoplasma
6~Seuddpodo
‘*-Eritrocito

8-Barras cromatoidales
9-Endosoma



1.4, Pitogenicidad de la amibiasis

Para que los lrofozonos de Emiamocba histolytica tengan la capacidad de agredir a los
tejidos- debcra lcncr adcmas de los factores arriba mencionados, la prcscncm de carga
cnzxmélica »pod}crosa como ..por ejemplo de: mucinasa, gelatinasa; ~ribonuclcasa,

desoxirribqnuc!easé, glutaminasa, hialuronidasa, caseasa, etc?*. 36,

Con los factores anles mcnmonados a favor de las amibas, éstas se podran establecer en

el prteho |nlest|nnl dlvndlrse por f'smn bmarla ¥ permanecer ¢n ‘este Iut,ar sin abrcdir la

mucosa mtcsnna que para que leo suceda en(ra en juego-¢l factor de putog,cmcnlnd

olucra los mecanismos participantes en la iniciacion, evolucion

y rcsultadq ﬁnnl del 'prdceso 'pa'tolégico. Tales mecanismos no estan, obviﬂmeme, Iimitados

'al hucsped ° al parasno. sino que corresponden & ambos, y su expresion conjunta ¢s el

proceso pal I‘ ico. Los mecanismos que participan en la patogenia de la amibiasis humana

: pueden con5|derarse bajo cuatro rubros: patogenicidad y virulencia de Entumocha

/llst(:_l,\'l(C(l. ¢l pnpcl de Ias bacterias, y susceptibilidad y resistencia del hospedero™!-

- PATOGENICIDAD DE Entamoeba histolytica
n\"lcc'.mAis'mors de patogenicidad

Gcneralmémé sc acepta que existen cepas paldgenas y no patogenas dc Lomtcmocha
histolytica. De hecho. la-mayoria de las personas mfecmdas con amibas son ponadoms

sanas de ostos protozoarlos Sin embargo no existen diferencias microscopicas o



ultraestructurales entre las cepas de amibas patégenas y no patogenas. Por esta razon,
varios grupos de investigadores han explorado otras caracteristicas de Enfamoeba
histolytica, que pudieran correlacionarse con el comportamiento biologico de las distintas
cepas de amibas??, Tales caracteristicas pueden dividirse en dos categorias: los
"marcadores" de la patogenicidad y los "mecanismos agresivos" del parisito (Ver

Cuadros 1y 2).

b. Posibles factores que intervienen en la patogenia de la amibiasis

Cuadro 1, MARCADORES

MARCADORES

Produccion de abscesos hepaticos

Aglutinacion por concanavalina A

Adherencia a células epiteliales y & globulos rojos

Fagocitosis de células epiteliales y de glébulos rojos

Zimodemos tipos I, VI, VII, X, X1, Xl y XIV




Cuadre 2, MECANISMOS DE AGRESION

MECANISMOS DE AGRESION

MEMBRANOSOS

SOLUBLES

Lisosomas de superficie

Col

B-N-acetil-glucosaminidasa

d+>

Proteina formadora de canales

ionicos o amiboporo

Factores inhibidores de
quimiotaxis

Citotoxinas intracelulares

la

La diferencia entre estos dos grupos de propiedades biolégicas de Enmtamoeba
histolytica es simplemente que la funcién de los "marcadores” se desconoce en la
actualidad, aunque no se descarta su posible papel como “mecanismos de agresion",
También debe subrayarse que la expresion "mecanismos de agresion” se refiere a los que el
parasito utiliza de tal manera en modelos experimentales in vifro muy simplificados y

artificiales. Se ignora si tales mecanismos de agresion desempefian algin papel en la

amibiasis humanaq,

1




¢, Virulencia de Entamoeba histolytica

M i de Virulenci

La gravedad del padecimiento causado por cepas patogenas de Entamoeba
histolyticags variable, aunque no se han creado métodos uniformes de cuantificacion.
Tales variaciones dependen tanto del parisito como del hospedero. Si la patogenicidad esta
necesariamente ligada a uno o mas mecanismos de agresion, la virulencia debe depender de
su modulacion. La virulencia se determina por el niimero de abscesos hepéticos producidos
en algun animal susceptible, o por el porcentaje de células destruidas de una monocapa

epitelial crecida in vitro3,

Con base en la descripcion de lesiones en diversos tejidos observadas durante la
amibiasis invasora, se han inferido primero y luego identificado, varias actividades
biolégicas implicadas en la virulencia amibiana. Con las ya conocidas es posible integrar
hipotéticamente la secuencia probable de los eventos que podrian ocurrir dnraste el proceso

de invasion y destruccion de tejidos en la amibiasis invasora;

1) Evasion de la respuesta inmune,

2) Penetracion de la pelicula del moco intestinal que cubre el epitelio,

3) Adhesion al epitelio,

4) Penetracion de la mucosa, lo que a su vez, es el resultado de varios efectos:
a) fagocitosis,
b) citolisis y
¢) disolucion del cemento intracelular

5) Colonizacion



Diversos estudios han establecido una cierta correlacion entre marcadores de
patogenicidad y grados variables de virulencia. La aglutinabilidad por concanavalina A,
aunque no estrictamente cuantitativa, varia de acuerdo con la virulencia de la cepa amibiana.
Lo mismo ocurre con la capacidad fagocitica y la velocidad de ingestién fagocitaria de
globulos rojos de cepas patogenas amibianas. Una correlacién semejante se ha observado
entre el nivel de actividad colagenolitica y el grado de virulencia de algunas cepas
patogenas. Por lo menos una de las citotoxinas intracelulares descritas en Entamoeba
histolytica se encuentra en concentraciones mas altas en cepas con mayor virulencia in
vitro. La actividad hemolitica es mayor en homogenados de Entamoeba histolytica que en
las cepas menos patogenas, como E. invadens, E. moshkovskii y la cepa Laredo de

Entamoeba histolytica’l.

d. Papel de las bacterias

El papel de las bacterias en la patogenia de la amibiasis se desconoce todavia. A pesar
de los esfuerzos por dilucidar el importante papel que podrian desempefiar las bacterias, no
existe una prueba concluyente que demuestre si las bacterias son o no indispensables para el
establecimiento de Entamoeba histolytica y si la presencia de éstas ejerza o no alguna

influencia en el incremento de la virulencia de algunas cepas del parasito?d,



e. Susceptibilidad y resistencia del hospedero

Los requerimientos especificos para la supervivencia y el crecimiento de Enfamoeba
histolytica en la luz intestinal y en los tejidos, parecen ser muy complejos e incluyen rangos
estrechos de temperatura, humedad, pH, potencial de oxido-reduccion y ciertos elementos
nutricionales entre otros. Todas estas circunstancias estin influidas en cierto grado por una
constelacion de factores genéticos, fisiologicos, dietéticos, inmunoldgicos y otros del
hospedero, muchos de los cuales todavia estin poco definidos. Sin embargo, son las
variaciones de estos factores las que probablemente explican que hospederos. aparentemente
idénticos, que reciben el mismo numero de amibas de la misma cepa y por la misma via ,
reaccionen de manera tan distinta; mientras unos desarrollan lesiones extensas que se

expresan por sintomas clinicos graves, otros reaccionan muy poco o no reaccionan24,



1.5, Cuadro clinico de la amibiasis

Desde el punto de vista clinico, la amibiasis se ha clasificado de 1a siguiente manera:

1. Amibiasis intestinal
a) Aguda

b) Croénica

1I. Amibiasis extraintestinal (segiin localizacion)
a) Hepética
b) Pulmonar
¢) Cerebral
d) Mucocuténea

e) Otras

La amibiasis intestinal aguda es una de las formas clinicas que se observan con
mayor frecuencia. Se caracteriza por la presencia de evacuaciones diarréicas,
posteriormente  pueden evolucionar 2 sindrome disenteriforme caracterizado por
evacuaciones mucosanguinolentas acomypaiiada de pujo y tenesmo, en todos los casos, dolor
abdominal que se exacerba con la palpacién, disenterfa fulminante, pérdida de peso,
deshidratacion, astenia, etc. Se debe puntualizar que un individuo infectado puede ser

simplemente portador asintomatico, presentar sintomas moderados o graves36,

Cuando la sintomatologia tiene evolucién de unos quince dias se considera que el caso
es agudo, en cuyo caso se presentan generalmente, evacuaciones frecuentes, liquidas o

semiliquidas con presencia de moco, sangre y amibas, en fase de trofozoitos.



Cuando los sintomas persisten por mas de un mes, y se alternan periodos con sintomas
leves, constipacion y reactivacion de periodos agudos, entonces los casos se consideran
crénicos, los cuales eliminarin quistes del pardsito, con las materias fecales formadas. La
amibiasis intestinal crénica en casi todos los casos evoluciona asintomatica y

ocasionalmente se presenta en los nifios.

Se ha denominado amibiasis extraintestinal cuando los trofozoitos que estan en el

colon, invaden y se establecen en otros Grganos.

La amibiasis hepdtica es la mas frecuente y se puede presentar con las siguientes
caracteristicas; microabscesos, y abscesos agudos que evolucionan a la formacion del
absceso cronico. Al iniciarse las lesiones se ven multitud de "abscesos” microscopicos
formados por un trofozoito o unos cuantos trofozoitos en division y zona de lisis a su
alrededor. Posteriormente habra parénquima hepatico lisado por accién de las enzimas de
los trofozoitos, asi como sangre, grasa, restos celulares, etc., que casi siempre sera material

liquido con color que va de! café rojizo al chocolate.

La amibiasis hepética es un sindrome caracterizado por hepatomegalia, abscesos, fiebre
elevada, dolor en hipocondrio derecho y a menudo leucocitosis con neutrofilia, que se

presentan en las personas infectadas por trofozoitos de Entamoeba histolytica® 38,
Las complicaciones del absceso hepatico se manifiestan de ia siguiente manera:
1.- Por ruptura y salida del contenido hacia drganos y cavidades vecinas ocasionando

diseminacién con mayor frecuencia al torax, cavidad peritonial y menos frecuentemente, al

estomago, pericardio, intestinos y piel.



2.- Diseminacion hematégena a partir del absceso hepético, en la que los trofozoitos de

Entamoeba histolytica, seran arrastrados con la sangre al cerebro, pulmon, bazo, rifidn, etc.

3.- Puede presentarse infeccion bacteriana agregada.

Cuando las amibas se establecen en la piel, producen lesiones que se caracterizan por su
rapido crecimiento, muy dolorosas, de bordes levantados y bien definidos, secrecion

serosanguinolenta y un halo eritematoso.
Cuando las amibas se establecen e invaden otros érganos, como el cerebro, rifion,

péncreas, etc., producirin cuadros clinicos con sintomas y signos no caracteristicos que

hacen muy dificil el diagnéstico clinico de este padecimiento en esas condiciones?.
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2. Epidemiologia de la amibiasis

La amibiasis es un poblema de salud piblica por su frecuencia, morbilidad y mortalidad;
es una infeccion ocasionada por el protozoario pardsito Entamoeba histolytica que se
encuentra pricticamente en todos los paises del mundo, pero sin lugar a dudas la mayor
presencia e incidencia de Ia infeccion se encuentra en comunidades con condiciones socio-

econdmicas deficientes en donde la sanidad ambiental y alimentacion son inadecuadas3.

De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud, la amibiasis esta presente en

alrededor de 500 millones de personas en todo el mundo (sin incluir la Repitblica de China),

con un indice de morbilidad (personas con infeccion amibiana) anual del 10% (Cuadro 3)%,

CUADRO 3

PREVALENCIA GLOBAL E INDICE DE LA AMIBIASIS

CONTINENTE INDIVIDUOS INDIVIDUOS
INFECTADOS ENFERMOS DEFUNCIONES

(AHA* y colitis)
Norte y Sudamérica 95 000 000 10 000 000 10-30 000
Asia 300 000 000 20-30 000 000 20-50 000
Affica 85 000 000 10 000 000 10 30 000
Europa 20 000 000 100 000
TOTAL 500 000 000 40-50 100 000 40-110 000

*AHA, absceso hepitico amibiano
Ref® Walsh, J., Amebiasis in the world, Arch. Inv. Med. (Méx.) 1986; 17 (Suppl):358-389.
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Desde el punto de vista epidemiologico, hay cuatro paises que presentan el mayor

porcentaje de amibiasis: Egipto, India, Turquia y México.

La importancia que representa este problema de salud es que el indice de mortalidad
anual, a causa de las complicaciones de la enfermedad, es de 50,000 a 100,000 personas38,
Se sabe que de las enfermedades causadas por parésitos, la amibiasis ocupa el tercer lugar

de mortalidad a nivel mundial, después de la malaria y la esquistosomiasis®®.

Las revisiones epidemiolégicas realizadas por Walsh® indican que el nimero de
personas infectadas con la amiba aumenta proporcionalmente al indice de natalidad a nivel

mundial,

Las investigaciones mas completas sobre epidemiologia de ésta enfermedad se han
realizado recientemente, y la gran mayoria de ellas pertenece a las ltimas dos décadas. La
frecuencia actual del padecimiento ha sido dificil de establecer debido a que précticamente
todas las encuestas se han realizado en muestras de poblacig’mes no representativas y no
comparables entre si, errores frecuentes en la identificacion de los quistes por mala
capacitacion técnica del personal y la utilizacién de técnicas parasitoscopicas con
sensibilidad diversa®, esto sin contar que en areas endémicas hay unma tendencia a
sobreestimar la enfermedad como consecuencia de un gran nimero de casos de disenterias o
diarrea con sangre, los cuales son fécilmente confundidos con amibiasis, por la similitud del
cuadro clinico. Por otra parte, en dreas donde la enfermedad és poco frecuente el
diagnostico es subestimado y las amibas pasan por alto o bien no son debidamente
identificadas en los exdmenes coproparasitoscopicos; ésto es frecuente en, pacientes que
provienen de areas endémicas, asi como en individuos considerados de alto riesgo, como

homosexuales o pacientes mentalmente incapacitados.



La frecuencia de amibiasis intestinal no es un indice confiable ‘para determmar la-
mcxdcncxa de enfermedad amibiana, debido a la dificultad para establecer el dxag,nosnco dc E

la mfeccnon y a la tendencia en muchas regiones del mundo de considerar como. anubnnas a

estudio e})dvo’scépico‘—ﬁx‘e" de 13.8%, realizado por Pardo-Gilbert en 197124, En Lagos,
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Nigeria, Nnochiri en 1965 enconted de 1945 pacientes con diarrea o disenterias que 315

pacientes (16,2%) fueron positivos para quistes o trofozoitos de Entamoeba histolytica®®.

A pesar de las dificultades existentes para cstablecer el diagnostico de amibiasis
intestinal, asi como las deficiencias para el registro de esta enfermedad en el mundo, con
cierta seguridad puede afirmarse que se trata de la forma mas frecuentede enfermedad
amibiana, En las areas endémicas, una proporcion significativa de todos los casos de diarrea
aguda es ocasionada por Emfantoeba histolytica y estas cifras son aiin més elevadas en los
casos de diatrea con sangre o sindrome disentérico. Los problemas técnicos inherentes a los
procedimientos diagnosticos que comprenden el estudio de heces, particularmente la
correcta identificacion del parasito, han obligado al uso de otros indicadores para estimar

con mayor precision la frecuencia y distribucién de la infeccion y enfermedad amibiana.

Por esta razon, en los ultimos afios, los métodos inmunolégicos han sido de gran ayuda
tanto en el diagnostico de la amibiasis invasiva o extraintestinal, como en estudios
seroepidemioldgicos para evaluar el alcance que tiene este padecimiento en diversas

poblaciones.

Es importante establecer la diferencia que existe entre infeccion y enfermedad amibiana,
es decir, entre personas que tienen el parasito sin presentar sintomas, que se conocen como
portadores asintomaticos y aquellos con sintomatologia definida. Esto es necesario, ya que

en un mismo pais se presentan tasas muy vatiables de infeccion.

En Meéxico, a partir de 1972 se han efectuado varias encuestas seroepidemiologicas.
Asi, Landay col.t5 estudiaron 7,532 sueros de pacientes de hospitales del Distrito Federal y
Yucatan, por medio de Ja técnica Contrainmunoelectroforesis (CIEF) y utilizando antigeno

obtenido de cultivos axénicos de Eniamoeba histolytica, encontrando una frecuencia que
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oscila entre el 5 y 6 %. En ese mismo afio, Gutiérrez y col” realizaron una encuesta
serologica, en 766 niiios del Distrito Federal, usando la misma metodologia, obteniendo una
seropositividad del 3.9%, que varia de acuerdo con la edad, ya que después del primer afio

de edad el porcentaje de positividad aumento progresivamente.

La encuesta seroepidemiologica méas amplia que se ha realizado en México es la
practicada por Gonzalo Gutiérrez y col. en 1974%, quienes utilizaron la técnica de
Contrainmunoelectroferesis (CIEF) en 19,442 sujetos que vivian en 46 localidades urbanas
de la Repiblica Mexicana, consideradas como representativas de todés las areas
geoecondmicas y geombrficas del pais. El estudio mostro que el 5.95% de los habitantes era
portador de anticuerpos contra Entamoeba histolytica aunque la frecuencia variaba entre el
9.95% en la region centro-occidental y el 2.53% en la region nor-oriental. También se
observd un incremento de la frecuencia de seropositividad a partir del primer quinquenio de
vida, para alcanzar su méximo entre los cinco y los diez afios de edad, excepto en la region
centro-occidental donde la seropositividad mas elevada se encontrd en los menores de cinco
afios; posteriormente descendid ligeramente en el siguiente quinquenio y se conservo en
valores semejantes el resto de la vida. No obstante la magnitud de la encuesta, la poblacién
estudiada pertenecia a derechohabientes del IMSS, presentando en consecuencia un rasgo

definido, por lo que el analisis de las diferentes poblaciones no fue, en general el apropiado.

En México, el 5.95% de sus habitantes, en promedio, es portador de anticuerpos contra
Entamoeba histolytica, pero la frecuencia varia entre el 2.53% y el 9.95% segin su
distribucion geografica. Qcupa el cuarto lugar en frecuencia entre las enfermedades
transmisibles, con una tasa de casi el 1% y aumenta constantemente, En 1970 la amibiasis
ocupd el cuarto lugar como causa de muerte en el Hospital General de la Secretaria de
Salubridad y Asistencia y su frecuencia fluctud entre el 4.7% y 5.7%, con respecto al

ntmero total de autopsias practicadas en los mayores hospitales generales de la Ciudad de
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Meéxico3l,

Recientemente, Halabe Cherem y col.!0 realizaron un estudio en 54,859 muestras, las
cuales se analizaron por el método de faust (técnica coproparasitoscopica de flotacidn),
donde se encontraron 4,482 pruebas positivas para Entamoeba histolytica, lo que
corresponde a un 8.17%, siendo estos resultados los mas elevados de protozoarios parésitos

patdgenos.
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3. Métodos de Diagndstico

Las técnicas coproparasitoscopicas son aquellas con las que se realizan examenes de la
materia fecal con el fin de buscar e identificar las diversas formas parasitarias, tales como:

quistes, huevos, larvas, trofozoitos de protozoarios y formas adultas de helmintos.

Los métodos de diagndstico usuales para la deteccion de Entamoeba histolytica son: el
examen coproparasitoscopico directo para busqueda de trofozoitos, diversos examenes
coproparasitoscopicos para busqueda de quistes, frotis y tincion permanente y diversos

cultivos,

El diagndstico de certeza en cualquier localizacién de Entamoeba histolytica en el
organismo humano, es precisamente la localizacion de trofozoitos y quistes, aunque en
algunas ocasiones, sobre todo en amibiasis extraintestinales, es dificil poner ue manifiesto
los trofozoitos, por lo que en la actualidad se han desarrollade una serie de 1eacciones

inmunoldgicas como las de CIEF, IEF, ELISA, etc.36.
El diagndstico de la amibiasis puede ser sencillo y directo, cuando se identifica a la

amiba en heces v se asocia a lasintomatologia de la disenteria amibiana; o bien indirecto,

cuando se identifica al anticuerpo en suero o algin otro fluido biologico.
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3.1. Técnicas Coproparasitosedpicas o Directas

En los casos de amibiasis intestinal aguda, se deberdn buscar los trofozoitos de £
histolytica mediante un eximen de al menos tres muestras de materia fecal fresca sin teftir,
que presentan movimientos caracteristicos, este método recibe ¢l nombre de " Qbservacion
Directa en Fresce". Las muestras son obtenidas sin administrar purgante al paciente, ni
cpnservadores o fijadores, deben ser procesadas casi de inmediato sin haberlas sometido a
cambios bruscos de temperatura, ya que de otra manera, los trofozoites se lisan y no se
detectaran en las muestras, De preferencia se hara frotis y tincion con cualquiera de los
colorantes que s¢ usan para protozoos intestinales (hematoxilina férrica de Haidenheim,
tricromico de Gomori, etc.), en fos cuales se determinardn las caracteristicas morfologicas
de los trofozoitos que servirin para hacer el diagndstico preciso. En ocasiones, sobre todo
en aduitos en los que un poco de tardanza en ¢l diagndstico no pone en peligro su vida, se
efectia siembra y cultivo de la materia fecal en el medio de Broeck y Dvrolav (huevo-
sangre), © algan otro medio de cultivo para amibas, los cuales se observaran directamente a

{as 24-48 horas’,

En el caso de adultos, Ias muestras son obtenidas facilmente poniéndolas en frascos
limpios y de boca ancha, en algunas ocasiones para observar el tipo de lesiones se tiene que
recurrir a ia rectosigmoidoscopia y tomar las muestras de materia fecal, biopsias o bien
raspados de las tilceras para buscar a las amibas, en este caso se hard observacion directa en
fresco, frotis y tincion, cultivo y cortes histologicos teBidos con hematoxilina-cosina, para
bisqueda de trofozoitos o de algiin otro posible agente etiologico (Micobacterias, cancer,

etc.)36

Cuando se trata de lactantes, no es conveniente obtener la muestra del pafial, porque

con frecuencia ya se habran destruido los trofozoitos, por lo que se recomienda el uso de
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cucharilla rectal, 1a que es una varilla de vidrio con borde romo y doblado, que se
introducird unos cuantos centimetros en el recto del lactante, se hard girar para que se
obtenga la muestra de materia fecal, se saca y se deposita en el tubo de ensaye que tiene
solucion salina isotonica estéril, asi éstas muestras deberan ser observadas de inmediato al

microscopio.

En el caso de la amibiasis intestinal cronica, como la eliminacién es de quistes y no de
trofozoitos, el método de laboratorio que se emplea para encontrarlos con mayor facilidad
es €1 Coproparasitoscipico (CPS) de Concentracion que también debera ser seriado (al
menos 3 muestras). Los eximenes coproparasitoscopicos de concentracién, tienen por
objeto concentrar los quistes, huevos o larvas de los parasitos que pudieran estar presentes

en las materias fecales,

Los métodos coproparasitoscopicos de concentracion pueden ser Cualitativos y
Cuantitatives, y dependiendo del tipo de parasitosis que un individuo presente; se

selecciona la técnica mds conveniente,

Los Métodos Coproparasitoscépicos de Concentracion Cualitativos se dividen en:

1.- Concentracién por Flotacion30 entre los que se encuentran;
a) Método de Faust
b) Método de Willis
¢) Método con solucion de sacarosa
2.- Concentracion por Sedimentacion’® entre los que se encuentran:
a) Método de Ritchie
b) Método de Charles-Barthelemy

¢) Métodos en Copas Teleman
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Los Métodos Coproparasitoscopicos de Concentracidn Cuantitatives’® son Jos

siguientes:

a) Método de Ferreira
b) Método de Stolt (difucion)
c) Método de Kato y Miura (frofis)

Uno de los métodos mas utilizados por et laboratorio clinico para hacer un diagndstico
preciso de amibiasis intestinal cronica, es el Método de Faust, el cual es un exdmen

coproparasitoscopico de concentracion por centrifugacién flotacién.
Este método de concentracion por centrifugacion flotacidn fue introducido por Faust y
colaboradores en 1938, para la concentracidn de quistes de protozoarios, asf como huevos

de helmintos. En 1979 Garcia y Ash, modificaron ia técnica con ef fin de reducir el margen

de error del método, y es el que actualmente se utiliza en ef iaboratorio.

METODO DE FAUST

FUNDAMENTO42?
Esta técnica es cualitativa, se basa en la utilizacién de una solucién de payor densidad

{ZnS04 densidad 1.180) can el fin de crear un gradiente de densidad en el cual las formas

parasitarias de menor peso especifico (1.05 - 1.11), floten en la superficie de la solucién.
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Ademis de la densidad, un requisito que no hay que olvidar es que el medio de

suspension empleado no deshidrate los quistes o huevos, ni sea absorbido por ellos.

Esta técnica de concentracién por flotacion funciona adecuadamente para el analisis de

muestras conservadas o fijadas con formol al 10%, obteniéndose resultados satisfactorios.

Sawitz, (1942) determind que el peso especifico de E. histolytica y E. nana es de
aproximadamente 1.065 - 1.070; el peso especifico de £ coli un poco mayor; Giardia
lamblia 1.060; y cerca de 1.180 Ch. mesnili. De los huevos de helmintos el peso
especifico  aproximado de A. duodenale es de 1.055; 1. trichura de 1,150 y A.
lumbricoides de 1.110-1.200.

En cuanto a las limitaciones del método se puede decir que es poco eficaz para huevos

pesados como los de Taenia sp., Fasciola hepatica u dvulos de Ascaris lumbricoides.

METODO

El material biologico que se utiliza en este método es materia fecal, con la cual se
prepara una suspension homogénea con 1 a2 gy 10 ml de agua corriente. Se filtra a través
de una coladera o gasa para que la muestra sea recibida en tubos de ensaye, los cuales son
centrifugados durante 45 a 60 segundos a 2300 r.p.m. Se decanta el sobrenadante, afiadir 2
a 3 ml de agua, agitar y se llena el tubo con agua (este paso se repetira de dos a res veces,
hasta que el agua esté limpia). Se decanta el agua del iitimo lavado, se afiaden 3 a 4 ml de
Sulfato de Zinc (5=1.180), se agita el tubo para homogeneizar el sedimento y se agrega mas
reactivo hasta aproximadamente un centimetro del borde del tubo. Se centrifuga durante 45

a 60 segundos a 2300 r.p.m. . Con un asa bacteriolégica se toman varias asadas de la
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pelicula superficial y se colocan en un portaobjetos, se agrega una gota de lugol, se mezcla

y se cubre con una laminilla. Por tltimo se observa con los objetivos 10x y 40x30.,

FORMA DE REPORTAR

Para reportar los hallazgos en las preparaciones, primero se escribe la fase o estadio en

la cual se encuentra el pardsito y en seguida la especie.

PRECAUCIONES: Se debe verificar la densidad de la solucion de Sulfato de Zinc
periddicamente, o de preferencia prepararla cada tercer dia, segin el volumen de trabajo
diario, ya que se puede perder facilmente la densidad alteréndose los resultados. Después de
agregar la solucion de Faust, es necesario tomar inmediatamente la muestra para su lectura,
debido a que si permanecen los tubos mucho tiempo con ia muestra, las formas parasitarias
pueden degenerarse o sedimentarse, Dado el caracter infectante de la materia fecal, se deben

de tomar las precauciones pertinentes®. 30,
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3.2. Técnicas Serologicas o Indirectas

Utilizando técnicas coproparasitologicas, es frecuente cometer errores en el
diagnostico: debido a que el estudio coproparasitologico generalmente resulta en
sobrediagnostico, mientras que induce a resultados falsos negativos en casos de ambiasis
invasora; por esta razon también se han utilizado las técnicas indirectas como son las
serologicas, usadas para la investigacion de la amibiasis, las cuales son de ayuda en el
diagnastico clinico, en estudios epidemiologicos y terapéuticos en amibiasis extraintestinal,
especificamente en el Absceso Hepitico Amibiano (AHA), y para confirmar la infeccién
amibiana cuando la sintomatologia que se presenta se confunde con otras enfermedades
intestinales. Estos métodos determinan diferentes clases y niveles de anticuerpos, y su

sensibilidad y especificidad varia circunstancialmente.

Existen diversos métodos serolégicos para medir los anticuerpos antiamibianos, cada
uno con diferente  sensibilidad y especificidad:  hemaglutinacion  indirecta,
inmunofluorescencia indirecta, Ouchterlony, inmunoelectroforesis,
contrainmunoelectroforesis, andlisis inmunoenzimitico, fijacion del complemento y
aglutinacion con latex. Hasta el momento no parece existir una prueba de eleccion para
estimar la prevalencia de anticuerpos antiamibianos, ya que cada una tiene sus ventajas y

desventajas??,

HEMAGLUTINACION INDIRECTA (HAI). Esuna técnica de gran sensibilidad y
especificidad, capaz de detectar anticuerpos que pueden persistir por muchos afios después

de una infeccion amibiana,
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Los métodos en GEL DE AGAR incluyen: OUCHTERLONY,
INMUNOELECTROFORESIS y CONTRAINMUNOELECTROFORESIS (CIEF),
La CIEF es mas sensible que los otros métodos de difusion en agar, con la ventaja de su
sencillez y rapidez; reacciona solamente con aquellos anticuerpos que resultan de una
ambiasis invasora reciente. Su reactividad es baja y la prevalencia de infeccion activa
detectada por este método es menor que la obtenida mediante HIA, que es una técnica més

sensible que detecta la presencia pasada y presente del parasito.

AGLUTINACION CON LATEX (AL). Es comparable en sensibilidad y especificidad
con la difusion en agar, pero més simple. Los anticuerpos detectados con HAJ o Al son
demasiado persistentes, lo que disminuye su utilidad para el diagnéstico clinico, si bien el
Gltimo método es conveniente en estudios epidemiologicos, sus principales problemas
radican ¢n el costo del producto comercial y en el hecho de que sustancias como el factor

reumatoideo y otro tipo de anticuerpos IgM, pueden producir un gran nimero de resultados

falsos positivos.

INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA (IFI). Es una técnica altamente sensible
y especifica que puede identificar anticuerpos de tipo IgG o IgM contra Entamocba
histolytica y combinada con difusion en agar puede ser utilizada para diferenciar infecciones
antiguas y recientes. Aunque la preparacion de antigenos especificos para esta prueba es
sencilla, la imposibilidad de automatizacion es una desventaja importante. Stamm y col. en
1976 consideraron a Iz IFI superior a HAI y AL como prueba de escrutinio clinico,
especialmente en areas de baja endemicidad y recomiendan utilizarla con difusion en agar,

para el seguimiento de infecciones??.
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El ANALISIS INMUNOENZIMATICO (ELISA) es una prueba cuantitativa para el
diagnostico de amibiasis, extremadamente sensible debido a que da un 100% de positividad
en casos de AHA y solamente un 3.6% en controles normales®0, facil de realizar y puede ser
automatizada para procesar miles de muestras a la vez. Puede detectar anticuerpos IgG o
IgM especificos contra Entanioeba histolytica y probablemente sea capaz de diferenciar

infecciones antiguas y recientes, lo que ofrece ventajas en estudios seroepidemiologicos.

En el estudio de la epidemiologia de la amibiasis, las encuestas serologicas pueden
proporcionar informacién valiosa, pero para su correcta interpretacion es necesario tomar
en cuenta las diferencias en especificidad y sobre todo en sensibilidad, de las diferentes
técnicas serologicas, especialmente cuando se desea comparar los hallazgos en diferentes
areas y estudios. Es indispensable tener en cuenta también el tamaiio y caracteristicas de la
poblacion muestreada en cada encuesta. Muchas de las diferencias pueden ser debidas a
errores o defectos provenientes de una muestra insuficiente o del uso de técnicas de

muestreo inadecuadas,

METODO ENZYMEBA

FUNDAMENTO

ENZYMEBA es una técnica inmunoenzimatica en la que se establece la interaccion
entre la histolisaina (histolisina) (proteasa) sintetizada y excretada a las heces por
Entamoeba histolytica y su correspondiente anticuerpo. Para su realizacion, se utilizan

placas o tiras de poliestireno que se recubren con anticuerpos especificos contra la enzima,
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Las muestras y los controles se incuban durante 4 horas a 4°C en los pozos de las placas
correspondientes (si una muestra o control contiene la enzima, ésta se unira especificamente
a la superficie del pozo). Las placas o tiras se lavan para eliminar las interacciones
inespecificas e inmediatamente a cada pozo se agrega una solucién con el sustrato
correspondiente (apéndice 1). Tras una nueva incubacion, de 16 horas a 37 °C, se agrega
una solucidn que detiene [a reaccion (apéndice 1) y que genera el desarrollo de color. La
aparicion inmediata de coloracién entre rosado y rojo es indicativa de que el sustrato fue

hidrolizado, y por lo tanto, de infeccion por Enamoeba histolytica'® 27,

GENERALIDADES SOBRE LA HISTOLISINA

Las cistein (tiol) proteasas estin ampliamente distribuidas en la naturaleza, se han
identificado en plantas, animales, virus, bacterias y microorganismos eucaridticos. Aunque
existen variaciones estructurales entre las cistein-proteasas de diferentes fila, todas ellas son
endopeptidasas con un intervalo de peso molecular de 15,000 -80,000 y tienen un residuo
cisteinico critico que corresponde al sitio activo que involucra la hidrolisis del sustrato, Las
cistein-proteasas han sido identificadas en numerosos parasitos protozoarios, incluyendo:
Trypanosoma cruzi, Trypanosoma brucei, Leishmania mexicana, Entamoeba histolytica y
Plasmodium falciparum; ademas en diversos parasitos helmintos tales como Schistosoma

mansoni y Fasciola hepalica entre otros’.

La histolisina es la principal cistein proteasa de Entamoeba histolytica, esta enzima
tiene un peso molecular aparente (Mr) de 29,000, la maxima actividad de la enzima fue
encontrada in vitro para los sustratos sintéticos Z-Arg-Arg-NHMec y Z-Phe-Arg-NHMec,

que como se puede ver contienen arginina a un pH optimo de 9.5. De éstos sustratos la
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enzima mostré el mayor grado de especificidad para el sustrato Z-Arg-Arg-NHMec!8,

Se encontrd que el inhibidor irreversible mas efectivo para la histolisina fue Z-Leu-Met-
CHN2; ademéis de otros inhibidores como la cistatina de pollo, E-64 y el icido

iodoacético?,

La importancia que tiene la histolisina en la invasion tisular es que no degrada coligeno
tipo I o elastina, pero es activa contra cartilago de proteoglicano y coligeno de la
membrana basal glomerular del rifion. También ocasiona separacion de las células de su

sustrato in vitro.

Es de esperarse que una proteasa que juega un papel importante en la invasion tisular
muestre actividad contra macromoléculas de la estructura extracelular, es por ello que
resulta muy significativo que la histolising degrade la membrana basal glomerular de rifion

humaro,

El hecho de que la histolisina ocasione la separacion de células en cultivo es
consistente con la posibilidad de que ésto sea idéntico al factor citopatico y enterotoxico

descrito previamente por otros investigadores's.
Es posible que la actividad de la histolisina contra el colégeno de fa membrana basal,

junto con su propiedad de separar las células juegue ¢l papel principal en su penetracion por

la superficie epitelial del intestino?8,
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II. MATERIALES Y METODOS
1. Material biolégico

El material biologico utilizado para este estudio consistié en muestras de materia fecal,

las cuales fueron proporcionadas por clinicas y hospitales del Instituto Mexicano del Seguro

" Social (IMSS) e Instituto de Segurid'ad y Servicios Sociales de los Trabajadores del Estado
(ISSSTE).

Las muestras de materia fecal recolectadas en las clinicas del IMSS se obtuvieron en
pequeifios recipientes (COPROPACK) que la misma institucion proporciona a cada paciente
para depositar tres muestras seriadas, sin embargo, no siempre €l nimero de muestras en
cada copropack fue el indicado. Por otra parte, en el caso de los hospitales del ISSSTE
fueron obtenidos en frascos proporcionados por el mismo paciente, los cuales depositan una
muestra por frasco durante tres dias consecutivos y también en este caso, no todos los

pacientes hacen la entrega total de las tres muestras.

Las muestras se utilizaron en su mayoria frescas, y fueron conservadas a 4°C,
analizandose dentro de las 24 horas posteriores a su colecta. En algunas ocasiones cuando
la prueba no se realizé6 inmediatamente o dentro de las 24 horas posteriores a su
recoleccion, estas fueron congeladas hasta el momento de la prueba. La congelacion no
produce efectos adversos en el ensayo de las muestras y se pueden conservar asi, hasta 30

dias antes para su analisis.

Los controles positivo y negativo utilizados en el método ENZYMEBA fueron
proporcionados por el juego de reactivos, donde el control positivo consistié en un

liofilizado de la enzima purificada la cual reconstituida con agua destilada, una vez

35



hidratada debe ser almacenada a -20°C.

Ademas del analisis de muestras fecales para deteccidn de amibiasis por el métode
ENZYMEBA, se hizo la recoleccion de datos de andlisis de materia fecal por el método
coproparasitoscopico (CPS) de Faust, realizado por el IMSS y el ISSSTE, bajo el siguiente

sistema de muestreo:

Se recolectaron muestras de seis clinicas familiares del IMSS y de dos hospitales
regionales pertenecientes al ISSSTE. El procedimiento de recoleccion se realizé por medio

de un muestreo al azar y recolectandose un total de 799 muestras.

Es importante mencionar que antes de aplicar el método ENZYMEBA a las muestras
se desconocian los resultados obtenidos por el método coproparasitoscopico (CPS) de

Faust.

2. Procedimiento del método ENZYMEBA

El método ENZYMEBA se aplico a las 799 muestras siguiendo las especificaciones y
recomendaciones del instructivo contenido en el juego de reactivos, utilizando reactivos,

soluciones y controles que proporciona el juego de trabajo (apéndice 1 y 2).

Se colocaron los controles positivo y negativo en los pozos correspondientes en las
tiras de poliestireno sensibilizadas con el anticuerpo anti-histolisina, seguido de esto, se

colocaron las muestras (previamente homogeneizadas y reposadas durante una hora a
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temperatura smbiente) en los pozos correspondientes, posteriormente se llevé a cabo un
periodo de incubacion a 4°C durante 4 horas en camara himeda; pasado ¢l periodo de
incubacién se ré(irnron las muestras y controles por volteo rapido para después rchliznr tres
lavados ‘con una solucién amortiguadora, secando las tiras en posicion invenidu sobre |'mpcl

k hhro Se agrcl,o a cadn pozo el reacuvo activador-sustrato (apcndlce 2) para que sc Ilcvara :

a cdbo la reacclon cnzmm suslralo. procedlcndosc auna scgunda mcubdclon aho por 16

horns a 37°C en cannxa humeda I' malmeme, se adlcmno un, reacuvo para

reacmon enznnmuca (apcndlcc 2) yun reactivo de color (apendwe 2) prcparado demro de Ia

hora nnterlor nl momenlo de su uso para de esta manera lievar a cabo Ia Ieclur'l de h prucb’l -

en los pozos correspondlentes a cada muestra,

Resultado Positivo: Se consideraron positivas las muesiras. en cuyos pozos

aparecio de manera inmediata una coloracion entre rosado y rojo; .

Resultado Nepativo: Se considerardn negativas las muestras en cuyos pozos

aparecio una coloracion amarilla de intensidad variable.

Es importante mencionar que en esta prueba la interpretacion de resultados
también puede levarse a cabo fotométricamente empleando un lector ELISA con un

filtro de 520 nn, utilizando ¢l blance con aire,
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3. ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados tanto del método ENZYMEBA y el método coproparasitoscopico
(CPS) de Faust, fueron analizados por medio de un analisis de varianza bifactorial bajo un
disefio completamente al azar3%, en el cual se determind el efecto de los métodos y el
diagnostico (positivo y negativo) sobre la presencia de Entamoeba histolytica en las

muestras.

Debido a que los resultados presentaron una distribucion binomial, se hizo una
transformacion arcosénica (apéndice 3) de la variable de respuesta (presencia de Entamocha
histolytica) para la realizacion del anilisis de varianza, cuando la interaccion del factor
método y diagnastico fue significativa al 0.10 de probabilidad (o = 0.10), las medias se

separaron por el método de Tukey aun « = 0.05 para determinar la diferencia entre éstas.

38




11I. RESULTADOS Y DISCUSION

En la figura 2 se indica el porcentaje de deteccion de Entamoeba histolytica obtenido
con el método coproparasitoscopico (CPS) y el método ENZYMEBA en el diagnostico de
casos positivos y negativos, asi como la comparacién de los mismos. Como se puede
observar el método coproparasitoscopico {CPS) diagnostica un nimero significativamente
mayor de casos positivos que el método ENZYMEBA, sin embargo la confiabilidad de
ENZYMEBA es mayor debido al reconocimiento especifico de la histolisina sintetizada por

la amiba.

Los resultados obtenidos en el presente estudio indican que la diferencia que existe
entre los dos métodos es de considerable importancia respecto al diagnostico de casos

positivos y negativos para Entamoeba histolytica.

El anilisis de varianza (apéndice 3) sefiald un efecto significativo de la interaccion
Método-diagnostico sobre la presencia de Eatamoeba histolytica, por lo que se procedit a

separar porcentajes de incidencia diagnosticados por uno y otro método.

Los resultados del método coproparasitoscopico y el método ENZYMEBA mostrados
en la figura 2 indicaron a simple vista que el método coproparasitoscépico (CPS) detecta
un niimero mayor de casos positivos para Entamoeba histolytica, 1o cual no significa que el
método sea mas confiable que el método ENZYMEBA, ya que el método morfolégico

presenta varias limitaciones que van desde la toma de muestra hasta la lectura de la prueba.
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Figura 2. Porcentaje de deteccion de E. histolytica
detectada por el método CPS y ENZYMEBA. Las
letras diferentes sobre las barras indican diferencias
significativas (Tukey, 0.05).
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En el caso de la toma de muestra existen variaciones de una institucion a oftra.
Actualmente en el IMSS le proporcionan al paciente un pequefio recipiente (COPROPACK)
en el cual tiene que almacenar al menos 3 muestras seriadas de materia fecal y llevarlas al
laboratorio; ¢n relacion a ésto no se puede asegurar; que efectivamente el paciente haga
entrega de al menos las 3 muestras y segundo si desde la obtencién de la primera muestra,
ésta se ha conservado en condiciones adecuadas para la realizacion del estudio. Por otra
parte, en el ISSSTE el paciente hace entrega de las tres muestras por separado en frascos de
vidrio y aunque en este caso se conoce el nimero de muestras que se analizan por paciente;
finalmente, se observa la misma situacion que en el IMSS, ya que no todos los pacientes
entregan el total de muestras. Esto significa que al estar directamente relacionada la
sensibilidad con el nimero de muestras analizadas, la confiabilidad del método varia

significativamente,

La diferencia que existe para detectar Entamoeba histolytica por el método de Faust y el
método ENZYMEBA, se debe basicamente al procedimiento de ambas técnicas como se
indica en el cuadro 4. Este cuadro comparativo lo que muestra son las diferencias que
existen entre el método coproparasitoscopico (CPS) y el método ENZYMEBA, también
cabe mencionar que el método morfoldgico presenta limitaciones que ocasionan errores en
su diagnostico, como ya se mencioné en los resultados, este diagnostica un mayor nimero
de casos positivos para Entamoeba histolytica, lo que ocasiona un alto indice de resultados
falsos positives, ésto se debe a que el personal que se encarga de la interpretacion de
resultados debe tener la habilidad y la experiencia para no confundir los quistes del parasito
en estudio con otros artefactos. Por otra parte la preparacion del reactivo debe tener una
densidad adecuada ya que en caso contrario podria suceder que las formas infectantes de los
parasitos (quistes) no se concentren y suban a la superficie para tomar la muestra, o bien
que se acumulen diferentes estructuras no especificas, lo que ocasionaria resultados falsos

positivos o falsos negativos, segiin el caso.
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Cuadro 4

COMPARACION DE LAS TECNICAS COPROPARASITOSCOPICA

(CPS) Y ENZYMEBA
CPS ENZYMEBA
FUNDAMENTO
Conc. quistes de Deteccidn de histolisina
diversos pardsitos (cnzima especifica)
MATERIAL
BIOLOGICO
No. Muestra 3 seriadas solo |
Cant. Mucstra 3-5ml 10 ul
MATERIAL
Equipo Centrifuga, Microscopio Micropipcta automatica
Reactivos ZnS04, 8=1.180 Equipo comercial
PROCEDIMIENTO
Lavados dc la muestra SI NO
Centrifugacion SI NO
Cant, de muestras 1 hasta 96
interpretadas en 10 min,
Desarrollo de la prueba 1hs 24 hs
por (hs)
Personal téenico Especializado Téenico lab., Médico,

Enfermeras , etc.

Lectura Obscrvacién al Obscrvacion visual
microscopio aparicion de_color
*CONFIABILIDAD la. mtra. 40-50% 95-98% Sensibilidad

2a. mtra. 55-65%
3a. mtra. mas 80%

98-100% Especificidad

* (24, 18,27 y datos no publicados)
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Lo contrario al método morfoldgico ocurre con ENZYMEBA debido a que las fuentes
de error  son menores. En primer lugar ENZYMEBA solo necesita de una muestra de
materia fecal para dar un diagnéstico de certeza, utilizando una menor cantidad de la misma;
no requiere de aparatos costosos, ademds, Ja interpretacion de resultados es mucho mas
sencilla ya que solo se detecta la aparicién de un color, por lo que no requiere de personal
capacitado para la realizacion de la técnica e interpretacion de resultados. De acuerdo con
lo anterior, se puede decir que ENZYMEBA es un método mas confiable, porque ademas
se trata de una reaccion inmunoenzimitica especifica contra una proteina propia de

Entamoeba histolytica.

Con respecto al dignostico de casos positivos en la comparacion del método
coproparasitoscopico (CPS) y el método ENZYMEBA se observa (Figura 3) una tendencia
constante en ambas instituciones (IMSS e ISSSTE), del método coproparasitoscopico
(CPS) a detectar un mayor porcentaje de muestras positivas en comparacion con el método
ENZYMEBA, lo que indica que ambos métodos son diferentes en cuanto a la deteccion de
Entamoeba histolytica; 1o anterior no significa que el método coproparasitoscopico sea mas
confiable, ya que por este método se da un sobrediagnostico de amibiasis intestinal, lo cual
se debe a que el método tiene limitaciones que van desde la toma de muestra hasta la lectura

dela prueba.
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Figura 3. Comparacion por clinica de laincidencia de
E. histolytica en heces por los métodos de CPS y
ENZYMEBA
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Las implicaciones clinicas que se pueden generar por un sobrediagnostico de amibiasis
intestinal invasiva, son de seria consideracion debido a que el tratamiento para esta infeccion
es sumamente agresivo y si se aplica a un paciente que realmente esta infectado, el
medicamento no solo destruira al pardsito, si no que ademds, atacard de manera importante
la flora normal del intestino, por otra parte, si €} tratamiento se aplica a un individuo cuyo
resultado fue un falso positivo toda la accion del medicamento se dirige hacia la flora
normal afectando asi, en mayor grado el equilibrio 4cido-base, (potencial de oxido-
reduccion) con las subsecuentes modificaciones en las poblaciones de microorganismos del
intestino que a su vez, genera condiciones favorables para el establecimiento de infecciones
oportunistas.

La investigacion epidemiologica también podria verse afectada por el sobrediagndstico
de amibiasis intestinal invasiva ya que, los datos falsos positivos no proporcionan
informacién fidedigna, que resulte valiosa para la obtencidn de concluciones sobre la
relacion entre las condiciones socio-econdmicas y la incidencia de la infeccion en una

poblacién determinada.

Otra forma de comparar la confiabilidad de ambos métodos es analizando el nimero de
casos negativos obtenidos con dichos métodos, se observé una tendencia por parte de
clinicas y hospitales que participaron en el estudio, a determinar mayor nimero de casos
negativos utilizando el método ENZYMEBA, lo anterior apoya la observacion realizada en
los casos positivos, es decir, Ja presencia de up sobrediagndstico por parte del método
coproparasitoscopico (CPS), dada la diferencia de casos negativos que presenta respecto al
método ENZYMEBA. Por otra parte, seria conveniente realizar la lectura
espectofotométrica del método ENZYMEBA, para la cuantificacion de la actividad
enzimatica, lo que tendria aplicaciones no solo a nivel de diagnostico, sino también de

seguimiento terapéutico y la evaluacion de nuevos medicamentos.
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Cuadro 5.

Incidencia de Infeccién por Entamoeba histolytica utilizando el Método

ENZYMEBA, segiin fa zona y condicién socioeconémica en el D.F, y zona

conurbada,
Clinica /Hospital " Zoma Inciden Condicion
cia (%) Socioecondmica
1 Cuauhtémoc 71 Media alta
10 Benito Juirez 43 Media altay
media baja
15 Iztapalapa 9.0 Media baja
21 V. Carranza 16.7 Media alta y
media baja
46 Tlalpan 19.6 Media alta y
media baja
78 Netzahualcoyotl 19.6 Media baja y
baja
ALM. Coyoacin 10.1 Media alta
20-Nov. Benito Judrez 13.3 Media alta y
media baja

Partiendo de los resultados positivos obtenidos por el método ENZYMEBA se hizo un
analisis de la incidencia de infeccion por Emamoeba histolyticaen algunas zonas del Distrito

Federal y zonas conurbadas. (Cuadro 5).
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Debido a la diversidad socio-econdmica y al abastecimiento de agua potable que
presenta la poblacion se establece una gran variacion en la incidencia de infeccion en
diversas clinicas y hospitales del IMSS e ISSSTE respectivamente localizadas en diferentes

zonal del Distrito Federal.

Aun cuando el objetivo del estudio no es realizar una investigacion epidemiologica,
resulta interesante observar que la proporcion de casos determinados por ENZYMEBA se
relacionan de manera directa con las condiciones socio-econdmicas, abastecimiento de agua

potable y otros factores que propician la incidencia de la infeccion en cada zona.

Es evidente que una investigacion de campo utilizando las ventajas que offece
ENZYMEBA resultaria de gran utilidad para obtener informacion epidemiologica mas
confiable, donde la investigacion debe planearse de acuerdo a las caracteristicas de la
poblacidn, asi como de la respectiva muestra, de las condiciones de recoleccion de la

mismay de las caracteristicas del método de identificacion.

Se sugiere la realizacion de estudios posteriores para incrementar la confiabilidad del
método ENZYMEBA, esto podria ser a través de la purificacion de la enzima (histolisina),
para el estudio in vifro de su actividad catalitica en presencia de diferentes farmacos que
normalmente se administran a pacientes con amibiasis intestinal y/o extraintestinal. Con
estos estudios se descartaria la presencia de resultados falsos negativos promovidos por la

inactivacion de la enzima por accion de éstos farmacos,

Es importante dejar claro que el principal problema en el diagnostico de certeza de
amibiasis intestinal invasiva a través del método morfolégico, radica fundamentalmente en el
exceso de deteccion de casos falsos positivos para Entamoeba histolptica. De acuerdo a lo

anterior se puede liegar a las siguientes conclusiones:
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IV. CONCLUSIONES

1.~ Por medio dei método coproparasitoscopico (CPS) se determinaron més

casos positivos que al utilizar el método ENZYMEBA.

2.- Por medio del método ENZYMEBA se detenminaron més casos negativos

que al utilizar el método coproparasitoscépico (CPS).

3.~ De acuerdo a lo anterior, ef método ENZYMEBA proporciona un diagndstico
més confiable comparado con el método coproparasitoscopico (CPS) en
cuanto a la presencia de Entamoeba histolytica en pacientes con sospecha de

amibiasis intestinal.
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APENDICE 1

Material, Reactivos y Soluciones

Proporcionados en el equipo ENZYMEBA

A Tiras de poliestireno de 8 pozos cada una, recubiertas con con anticuerpos anti-

histolisina en una dilucién 1:100 (v/v).

B Soporte para tiras

C Reactivos:

* Fco. No.
* Fco. No.
* Fco. No.
* Fco. No.
* Fco. No.
* Fco. No.
* Fco. No.
* Fco. No.
* Fco. No.

* Fco. No.

* Feo. No

. Control Positivo Liofilizado

: Control Negativo Liofilizado

: Tampén para lavados (solucion concentrada 20 veces)
: L-Cisteina 2mM, pH 9.5 (6 fcos.)

. Buffer Gli-EDTA

. Sustrato (Z-Arg-Arg-Mna 100 uM)**

. Fast Garnet

: Etanol absoluto

9

Acido clorhidrico

10: Nitrito de sodio

. 11: Reactivo detenedor (p-cloromercuribenzoato SmM)

** Z-Arg-Arg-Mna = Benziloxicarbonil-L-arginil-L-arginina 2-(4-metoxi)-naftilamida

wy D

gy 0 W
GiR b 1 DI
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Estabilidad

1.- Los componentes del equipo de diagndstico ENZYMEBA deben ser conservados a

temperatura entre 2 y 8°C.

2.- La exposicion de los reactivos a temperatura ambiente por cortos periodos de tiempo no

afecta la estabilidad de fos mismos.
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APENDICE 2
Preparacion de Reactivos Intermediarios

1-Controles: Reconstituir los controles (fcos. No. 1 y No. 2) en 3 ml de agua

destilada (después de reconstituidos deben mantenerse a -20°C).

2.- Amortiguador para lavados: Diluir los 100 ml del tampdn 20x contenidos en el frasco

No. 3 hasta 2000 ml en agua destilada.

3.- Activador: Disolver el contenido del frasco No. 4 en 50 ul de tampon GH-EDTA
(fco. No. 5). Agregar 3 ml de agua destilada (estable 24 horas).

4- Activador-Sustrato: Afadir 60 ul de sustrato (fco. No. 6) a la mezcla
anterior (activador). El volumen de activador-sustrato preparade (abroximadameme
3.5 ml) es suficiente para realizar la prueba en un par de tiras de 8 pozos.

5- Reactivo 7-8-9 :En el frasco No. 7 afiadir 1 ml del contenido del frasco No. 8.
Disolver ¢ inmediatamente agregar, agitando, 600 ul def contenido del frasco No. 9.

Agregar 400 ul de agua destilada (almacenar a 4°C durante no mas de un mes).

6.- Reactivo de Color: Colocar un tubo de ensayo en una mezcla de agua y hielo.
En este, mezclar 50 ul de reactivo 7-8-9 y 5 ul de nitrito de sodio (fco. No. 10).
Incubar en estas condiciones durante 6 minutos. Afiadir 5 m! de reactivo detenedor
(este volumen de reactivo de color, que es estable a 4°C durante 8 horas, es suficiente

para realizar la prueba en un par de tiras de 8 pozos).
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APENDICE 3

Tabla de Anilisis de Varianza de la Comparacién del método Coproparasitescopico

(CPS) y ENZYMEBA para Ia deteccién de Entantoeba histolytica en heces.

K Fuente de Grados de Sumade Cuadrados F
Variacién. Libertad Cuadrados Medios
2 Faclor A 1 1152000 1152.000 6.8691
4 Factor B ! 22313.28) 22313.281 133.0480
6 AB 1 439.561 439,561 2.6210
-1 Error 28 4995.837 167.708
Total 3L 28600680

Coeficiente de Variacion: 29.43%
Factor A= Método (A)

Factor B = Diagndstico (B)

AB = Msétodo * Diagndstico (AB)
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