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|. RESUMEN

Objetivo: Determinar el grado de asociacion entre los antigenos HLA-A, B, DR. y
complotipos con el estado de portador asintomatico de Entamoeba histolytica / E. dispar
Sujetos, material y métodos

Disefo de la investigacion: Casos y controles (52 y 53 respectivamente), seleccionados a
partir de una cohorte de 2,599 mestizos mexicanos mayores de 18 anos de edad, que
acudian a consulta por sintomatologia diferente a la gastrointestinal a las Unidades de
Atencion Primaria a la Salud del tM S S en el Valle de México

Al término de 12 meses de seguimiento. las personas con uno 0 Mas coproparasitoscopicos
o cultivo de Robinson positivos a £ histolytica/E. dispar fueron consideradas como casos;
los individuos con el 100% de muestras negativas formaron el grupo control.

Cada mes se aplicaron cuestionarios para obtener informacion de las caracteristicas
sociodemograficas, habitos higienicos y estado clinico. En cada ocasion se efectuo la
recoleccion de una muestra de heces Al inicio y cada seis meses se obtuvieron muestras
de sangre para la cuantificacion de anticuerpos IgA e 1gG, y mensualmente muestras de
saliva para la cuantificacion de IgA. Al completar un afo de seguimiento se realizo la
tipificacion serologica de los antigenos HLA Clase |, Il y la determinacion de complotipos.
Resuitados y discusion

El 47% de las muestras de los portadores fueron positivas al protozoario, mientras que el
99 8% de los controles se mantuvo negativo a todo tipo de pardsitos a lo largo del
seguimiento. No se presentd evidencia de enfermedad amibiana en ninguno de los sujetos
de estudio. Al 50% de los casos se les identifico el tipo de especie, por PCR, y todos eilos
mostraron £. dispar. La falta de agua potable intradomicifiaria y la ausencia del habito de
lavado de manos después de ir al bano fueron las vanables identificadas como factores de
riesgo para la adquisicion del estado de portador (OR=3.80, |.C. 95% 1.15-12.56, p=0.03; y
OR=4.30,1C. 95% 1.12-16.62, p=0 03 respectivamente), hallazgos que resultan ademas de
coherentes con la forma de transmision de la infeccion amibiana, consistentes con 1o
reportado para la adquisicion de otras infecciones de transmision via fecal-oral.

El grupo de portadores difirio del de controles por poseer titulos mayores de anticuerpos
IgG e |gA secretora anti-£ histolytica, si bien, estos resuftados no nos permiten diferenciar
entre el tipo de especie infectante, son de utilidad para distinguir a los portadores del

parasito



No hubo ascciaciones primarias o secundanas a desequilibrio de enlace con ninguno de los
antigenos HLA y complotipos. empero, con las cifras observadas y el gran poiimorfismo de
B35 y DR4 convendria reahzar estudios molecufares que descarten posibles diferencias en
fos subtipos de estos antigenos entre ambos grupos.

Aunque nuestros resultados parecen senalar a los habitos y costumbres como
responsables de las dferencias en ta infeccion por el protozoario. todavia no podemos
descartar en forma concluyente ia no participacion del complejo pnncipal de

histocompatibilidad

o



1. ANTECEDENTES

CONCEPTOS Y CARACTERISTICAS EPIDEMIOLOGICAS:

El termino amibiasis se usa para describir tanto la infeccion como la enfermedad
causadas por E histolyhca/E dispar® a la enfermedad se le denomina amibiasis
invasora para distingutria de la infeccion, la cual se conoce también como amibiasis
luminal 0 estado de portador asintomatco' La amibiasis luminal  constituye
aproximadamente el 90% de las diferentes formas de presentacion de amibiasis’ y
se caracteriza por la presencia del parasito en la luz del intestino sin causar
lesiones mi sintomas’ Operativamente, el estado de portador asintomatico fue
definido a través de la presencia de quistes del protozoario en examenes
coproparasitoscopicos  de individuos asintomaticos, sin evidencia de lesiones
idenlificables en estudios radiologicos (colon por enema) y mediante
sigmo:doscopia, asi como reacciones serologicas negativas®

La parasitosis por E histolytica tiene distribucion universal, afecta en promedio al
10% de la poblacion mundial’, esto es, existen alrededor de 500 millones de
personas infectadas, de las cuales. 40 miillones (8% a 10%) sufren amibiasis
mnvasora’ Aclualmente se considera que la mayoria de los llamados portadores
asintomaticos de £ histolytica en realidad podrian estar infectados por £ dispar

En relacion a la monalidad. la amibiasts invasora es la tercera causa de muerte
entre las enfermedades parasitarias después de la Malaria y la Esquistosomiasis’,

con una cifra estimada de 75 000 defunciones por ano’

"Entamoeba histolytica | Entamoeba dispar. 1érmino utihizado para hacer referencia a lo que anterormente,
ante fa ausencia de identificacion del tipe de especie infectanfe, se consideraba una poblacion homogenea de
Entamoeba histolytica



En México no se conoce con precision la magnitud de la infeccion y la
morbimortalidad causadas por E. histolytica . La frecuencia de la infeccién amibiana
se ha intentado medir a través de la identificacion de quistes de heces, reportandose
variaciones del 0% al 55% ', estas variaciones se han relacionado con la
utilizacion de distintas técnicas coproparasitoscopicas, diferente capacitacion
técnica entre observadores y con sesgos de seleccion en las poblaciones
estudiadas. A pesar de estas diferencias se ha estimado que la prevalencia de
portadores, a nivel nacional, es del 10 al20% ". Deigual manera, se calcula que
para 1987 se presentaron 1 200 000 casos de disenteria, y cerca de 10 000 casos
de absceso hepdtico amibiano”.  Recientemente, un estudio ecolégico™ de
tendencias, nacional, que comprende a los afos de 1986 a 1994, muestra una
tendencia estable de amibiasis en todas sus formas clinicas de presentacion, asi
como en su manifestacion extraintestinal a nivel hepatico, y aun cuando ej trabajo
tiene limitaciones metodologicas propias del disefo del estudio, la tasa estable
(4 x 10%) observada en el diagnéstico de absceso hepatico amibiano puede ser mas
representativa de la verdadera frecuencia de la enfermedad. Por consiguiente se
puede afirmar que en la ultima década no se ha logrado un descenso significativo en
la presentacion de absceso hepatico amibiano, pero si de la letalidad, esto ultimo
como efecto secundario a las acciones de los servicios de atencion medica. Aun
asi, la amibiasis continua siendo un problema importante de salud publica en

nuestro pais"”



CONDICIONES AMBIENTALES:

Dentro de las causas que contribuyen al desarrolio de la infeccion del tubo digestivo
por protozoos y helmintos, estan las condiciones ambientales en que vive el
huésped, especificamente los servicios de saneamiento (manejo de excretas y
disponibilidad de agua potable),'"'"” sin embargo, no se pueden calificar de
concluyentes tales asociaciones ante las limitantes metodolégicas (sesgo de
confusién e inadecuado registro de datos) de los trabajos publicados al respecto'.
No obstante, en algunos estudios se identifica a la dindamica de la infeccién por
parasitos intestinales como un proceso multifactorial, donde ademas de la
infraestructura de los servicios se destacan las condiciones socioeconomicas y la
educacion' '* % Este ultimo factor probablemente sea el mas importante, porque
hace la diferencia entre utilizar adecuadamente o no los servicios de que se
dispone, y especiaimente porque establece la situacion intradomiciliaria que
favorece las condiciones de transmision'™ "* ' Otra interesante observacion radica
en la disimilitud de la seroprevalencia en estados con diferentes condiciones
climaticas® % lo cual indica que la frecuencia de amibiasis no esta directamente
relacionada con el clima, por ejemplo, en Tamaulipas donde prevalece el clima
tropical, se reportan frecuencias bajas (2.37%); mientras que la ciudad de México, la

cual tiene un clima no tropical. muestra una seropositividad del 8.82%".



CARACTERISTICAS DEL AGENTE:

Durante la ultima década la mayor parte del esfuerzo se ha enfocado al estudio del
protozoario, culminando con uno de los logros mas importantes en el campo de la
amibiasis (enero 1997) la confirmacion de dos especies distintas de Entamoeba’,
una altamente virulenta (E hislolytica) y otra saprofita (E dispar), ambas difieren en
su habilidad para causar enfermedad en humanos asi como por varios criterios
bioquimicos y moleculares. Las cepas clasificadas como patogenas se caracterizan
por a) aglutinar en presencia de concanavalina A?';  b)fagocitar eritrocitos ;
c¢) producir abscesos hepaticos amibianos en el modelo det hamster®, d) constituir
grupos de zimodemos particulares™ .y e) poseer caracleristicas moleculares
asociadas a su patogenicidad®*.

El término zimodemo (zymos = enzima, demos = poblacion) corresponde a una
poblacién de amibas que difiere de poblaciones similares respecto al patrén
electroforético de cuatro enzimas involucradas en el metabolismo de los
carbohidratos. glucosa fosfato 1somerasa (GPI), L-malato oxido reductasa (ME),
fosfoglucomutasa (PGM) y la hexoquinasa (HK)** .

Hasla el momento, se han podido identificar 22 zimodemos™  los cuales permiten
clasificar a las amibas en patdgenas y no patogenas. La patogenicidad es definida
por la ausencia de una banda alfa y la presencia de una banda beta en el
corrimiento electroforético de la PGM y bandas de corrimiento rapido de la HK,
excepto en el zimodemo X *

Sargeaunt en 1978 » | uso este método para clasificar a las amibas en patogenas y
no patogenas, esto como resultado del analisis de zimodemos de miles de
aislamientos clinicos Recientemente se ha aceptado mediante consenso de
expertos' que el patron de zimodemos es una caracteristica fenotipica estable de

una especie dada



Se dispone ahora de melodos de laboratorio con mayor definicion que los
zimodemos; de entre ellos, la reaccion en cadena de la polmerasa, o PCR.
probablemente es el que ha tenido el mayor impacto en el avance reciente de la
biologia molecular Esta tecnica permite amplificar, a gran escala, regiones
especificas del ADN El principio del PCR se basa en el uso de oligonucleétidos
sintéticos (“iniciadores”) que son complementarios a secuencias que flanquean una
region especifica del ADN molde o "templado“ Por medio de ciclos de amplificacion
repetidos, inducidos por cambios alternativos de temperatura que permiten el
alineamiento de los "Iniciadores” con las secuencias complementarias y la sintesis
del fragmento de interés mediante el uso de una ADN polmerasa (la Taq
polimerasa) es posible amplficar de manera casi exponencial fragmentos definidos
de un ADN genomico™. Al respecto, Sammuelson y colaboradores en 1989*
describieron dos pares de sondas de DNAc, una hibridiza selectivamente a 145
pares de bases -solo para zimodemos patogenos- estas son, P1:
TCAAAATGGTCGTCGTCTAGGC (Tm=66°C) y P2 CAGTTAGAAATTATTGTAC-
TTTGTA (Tm=62°C). mientras que las secuencias exclusivamente no patogenas,
comprenden 133 pares de bases, y son, NP1- GGATCCTCCAAAAAATAAAGTTT
(Tm=60°C) y NP2 ATGATCCATAGGTTATAGCAAGACA (Tm=64°C) Con estos dos
pares de sondas. Acuna-Soto y colaboradores® estudiaron 201 aislados de DNA de
Entamoeba a partir de heces de sujetos residentes de una zona rural de! estado de
Chiapas. Las sondas utilizadas fueron capaces de distinguir entre E. histolytica y
otras especies de amibas del intestino humano, cabe mencionar que los resultados
del PCR al compararse con los de los coproparasitoscopicos, arfojaron un 96% de
sensibilidad y un 98% de especificidad En el mismo senlido apuntan los resultados
de sensibilidad y especificidad obtenidos de 45 muestras de heces positivas a £

histolytica/E  dispar (por microscopia de luz) utihizando las mismas secuencias de



sondas pero marcadas radioactivamente. y comparadas con 2imodemos (como

4

estandar de oro)** Se han descrito otras sondas con buenos indices de senstbilidad
y especificidad, aunque no se han probado en condiciones de campo como o
hicieron Acufa-Solo y colaboradores* Algunas de estas sondas son a)la eEHP1
y la cEHNP17; b) una clona de cDNA de 07 kb™ y c¢) sondas de DNAP145y

B133 "



CARACTERISTICAS DEL HUESPED:

Los atributos del hospedero asoctados a amibiasis han stdo descritos en la literatura
sin tener un conocimiento preciso del mecanmismo por medio del cual interactuan con
el parasito®. Cuando el estado de portador asintomatico se analiza por grupos de
edad. se observa que este es poco frecuente en menores de un ano” y que se
incrementa en forma progresiva a medida que avanza la edad’ ¥ Con relacion al
sexo, se reporta una similar distribucion de frecuencias entre hombres y mujeres™ ™
Por otro lado, [a influencia del estado nutricional del hospedero ha sido aceptado

mas por reiteracion que por demostracion® *

. Otro de los factores de riesgo
propuestos son los deficientes habitos de higiene, practicamente no existen estudios
que evaluen sistemalicamente su parlicipacion en la transmisién del protozoario
Una manera indirecta de evaluar la repercusion de los habitos higiénicos en la
transmision del parasito ha sido proponer que, debido a que se ha demostrado que
las lasas de incidencia de diarrea infecciosa causadas por Shigel/a descienden entre
14 y 48% después de la mejoria en la higiene personal y domestica®;, y en vista de
que ambos microorganismos parecen compartr ciertas  caracterislicas
epidemioldgicas, el pape! que los habitos de higiene desempenan en la transmiston
de £ histolytica/E dispar puede ser trascendente

El ciclo de vida de la E. histolytica IE. dispar no requiere de una fase de invasion
tisular, ya que el parasito es capaz de sobrevivir y reproducirse en la luz intestinal, y
ser eliminado al exterior en forma de quiste® para reiniciar el ciclo con la ingestion
de éste, por otro hospedero susceptible®. Se sabe ademas, que la eliminacion de
quistes de E histolyticalE. dispar por un portador es intermitente, probablemente por
la dferente velocidad de reproduccion de las cepas, dieta, factores
mecanicos/fisicoquimicos del tracto gastrontestinal y estado inmunologico del

hospedero® Aunque se han publicado pocos trabajos respecto a la duracion del



estado infeccioso, se conoce que éste puede ser vanable. con erradicacion
espontanea del parasito en la mayoria de los casos® “***.

En la India¥ se efectuo el segumienio de 15 pacientes portadores de £
histolytica/E dispar  durante un promedio de nueve meses, en todos hubo
eliminacion espontanea del parasito sin manifestaciones de amibiasis invasora. A
pesar del numero de sujetos, de la ausencia de identificacion de zimodemos y de lo
inconsistente del seguimiento (1 a 18 meses) los autores concluyeron que un
portador asintomatico del parasito hiene pocas probabilidades de enfermar. Olro
estudio -llevado a cabo en Durban, Africa-** reporta el seguimiento de 20
portadores de zimodemos patogenos, detectados a partir de una poblacion de 1,824
individuos, 1dentificando dos casos de amubiasis invasora a las dos semanas de
iniclado el estudio, mientras que el resto de los sujetos ehimino el parasilo sin
tratamiento después de un ano de observacton. También se reportan los resultados
de una cohorte de 99 sujetos integrantes del personal de la aerolinea alemana
Lufthansa, el seguimiento clinico y parasitologico fue de dos anos (la duracion de la
infeccion se desconoce), a cuatro de ellos se les identifico como portadores de
zimodemos patogenos, de estos ultimos soélo uno presentd evidencia de enfermedad
intestinal en una ocasion a lo largo del segumiento, los restantes 98 portadores
cursaron asintomaticos® ~ Mas recientemente Ruiz-Palacios y colaboradores®
publicaron su experiencia en una cohorte de 71 portadores asintomaticos de E.
histolyticalE dispar en la Ciudad de México, los cuales fueron seguidos durante 8
meses sin tratamiento, se determiné el zmodemo en el 27% de ellos, y sélo uno, en
una ocasion, excretd quistes del parasto con zimodemo patogeno. Ninguno
presentd evidencia clinica de enfermedad amibiana, ademas, los autores
identificaron tres patrones de comportamiento respecto a la eliminacion de quistes

portadores cronicos persistentes. con elinunacion continua de parasitos (26%),

10



portadores intermitentes. con muestras positivas e intervalos sin eliminacion del
parasito (37 7%) y portadores transitorios individuos con un solo
coproparasitoscopico positivo (36 4%)

Es importante observar que en ninguno de los estudios anteriores se implemento
una cohorte de comparacion. de manera que pudieran ser identificados algunos
factores de riesgo. Recientemente nuestro grupo observo la evolucion de dos
cohortes, madres portadoras y no portadoras del protozoario” fos dos grupos
pertenecian a estratos socioeconomicos semejantes y compartian las mismas
condiciones del ambiente En forma consistente, las madres del primer grupo se
mantuvieron como portadoras de £. histolytica/E dispar a lo targo de un ano, sin
manifestaciones de enfermedad amibiana; en tanto que, las muestras de heces de
las 29 no portadoras fueron identificadas como negativas al parasito durante el
mismo periodo hasta en un 80% de las ocasiones Es importante destacar que a
pesar de la evidente diferencia respecto a la excrecion de quistes, ninguna de las
varnables sociodemograficas estudiadas (edad, escolaridad, condiciones
socioeconomicas y habitos higiénicos) ese asocio de manera significativa a la
infeccion.

Aunque la susceptibllidad a la infeccion por E histolytica/E  dispar parece ser
generalizada, se han invocado, entre otros, factores genéticos para explicar las
diferencias geograficas en la distribucion mundial de la amibiasis®'. En este sentido,

47 % dentificaron un incremento significativo en el HLA-DR3

Arellano y colaboradores
y el complotipo SCO1 en pacientes mestizos mexicanos con absceso hepatico
amibiano, cuando fueron comparados con un grupo de meshizoS mexicanos sanos
del mismo medio socioeconomico Esto sugiere. que al menos en éste grupo étnico,

el HLA-DR3y el SCO1 pudieran representar algun tipo de riesgo para desarrollar la

forma grave de amibiasis invasora, 1 e absceso hepatico amibrano



RELACION HUESPED PARASITO:
El peculiar comportamiento de la £ histolytica/E dispar respecto a su capacidad
para producrr dano, se ha explicado fundamentalimente por las propiedades de

40

patogenicidad y virulencia del parasito™ o bien por la existencia de factores de
riesgo en el hospedero tales como la inmunocompetencia® * sexo® . edad’®,
estado nutrncional®. embarazo®, y condiciones sanitarias™ '’ *

Los factores de virulencia que pueden favorecer la invasion de la £ histolytica
incluyen la adhesina inhibible por la galactosa, la secrecion de proteasas. receptores
de la matriz extracelular y un lipofosfoglicano de la superficie celular’” Se entiende
por virulencia al grado con el cual se expresa la patogenicidad®, y por patogenicidad
a la capacidad de una determinada cepa de amibas para causar enfermedad® No
esta claro sila amiba requiere estar en contacto directo con las células intestinales
para producir efecto citopatico Observaciones in vivo muestran que la amiba puede
destruir tejidos a distancia, posiblemente por la secrecion de sustancias toxicas para
las células epiteliales® *', sin embargo, estudios in vitro demuestran que las células
que no eslan en contacto con la amiba, permanecen intactas® %.

Con respecto al huésped, éste cuenta con mecanismos de defensa efectores e
inmunolégicos que operan en la amitiasis Dentro de los primeros estan las
proteasas pancreaticas, las sales biliares, las mucinas colonicas y las glicosidasas
bacterianas, las cuales destruyen la adhesina especifica de la galaclosa bloqueando
la adherencia de la amiba al epitelo coldnico™ Con relacidn a los aspectos
inmunolégicos (humorales) en el diagndstico de la amibiasis, es generalmente
aceptado que la respuesta inmune especifica a la £ histolytica ocurre so6lo como
resultado de una invasion tisular’” * (esto da fundamento a la serologia en el
diagnostico de amibiasis). no obstante, el sistema inmunitario asociado a las

mucosas puede secrelar IgA de forma activa y eficaz aun sin invasion a la mucosa



intestinal™ ¥y aunque los principios generales de la inmunidad sistémica son
aplicables a los de las mucosas. existen dos diferencias importantes, estas son
1)Los mecanismos de defensa de las mucosas tienen como funcion principal impedir
la entrada del antigeno (exclusion inmune). por lo que esla respuesla no es de tipo
esterilizante como la sistémica. 2) Las defensas locales estan disenadas para evitar
respuestas sistemicas indeseables (hipersensibilidad y autonmunidad) ya sea
tolerizando o supnmiendo dichas respuestas®. En el sistema gastrointestinal, el
proceso de produccion de IgA se inicia por la entrada de antigenos proteicos a las
placas de Peyer (sitios inductores), aqui los antigenos estimulan a los linfocitos T
especificos de las regiones interfoliculares asi como a los linfocitos B de los
foliculos. Los linfocitos B, en su mayoria se diferencian a células productoras de IgA
para entonces migrar hacia los ganglios meseniéricos y luego regresar al intestino
localizandose en la lamina propia (sitios efectores)® En los humanos, los
anticuerpos IgA secretores aparecen en las secreciones externas aproximadamente
14 dias después de la presentacion de! antigeno al tejido linfoide intestinal® con un
decremento de los niveles 45 dias después de haber recibido tratamiento®. de ahi
que la respuesta inmune secretora sea considerada como de valor diagnostico en
las enfermedades infecciosas que afectan las membranas mucosas aun en ausencia
de anticuerpos séricos®. empero. la respuesta secretora a £ histolytica no ha
demostrado diferencias entre portadores asintomaticos e individuos con amibiasis
Invasiva, ya que los antigenos amibianos desencadenan respuesta inmune secretora
aun sin invasion tisular® ** *° En este sentido, fa deteccion de anticuerpos IgA en
saliva anti-E. histolytica ha sido recientemente recomendada como una prueba de
alta sensibilidad y especificidad para identificar infeccion actual. y poder diferenciar
entre portadores y no portadores de £ histolytica | E dispar, ademas, es baratay

facil de realizar comparada con el coproparasitoscopico Esta prueba no distingue



entre infeccion y enfermedad” ™ de hecho. queda todavia por aclarar. si la
respuesta nmune local a la £ histolytica/E dispar tiene una funcion protectora en la
amibiasis intestinal o es un epifenomeno

En cuanto a la respuesta de anticuerpos sericos, en la amibiasis se han detectado
anticuerpos de la clase IgG (IgG 1. IgG 2, IgG 3, IgG 4), IgM e IgA. con el
predominio de la IgG2 * * Los titulos elevados pueden persistir desde tres semanas

hasta once afos después de la quimioterapia®, aparentemente los titulos de

anticuerpos séricos no correlacionan con el estado clinico del paciente®  asi, la
prevalencia (20 - 25%) de anticuerpos seéricos anti- £ histolytica en poblacion no
infectada de una area endémica refleja una infeccion invasora anterior, con £
histolytica™

Un analisis seroepidemiologico (hemaglutinacion indirecta) realizado (de 1987 a
1991) en 32 estados de la Republica Mexicana, y que incluyo 67 668 muestras
séricas de personas sanas seleccionadas en forma aleatoria mostro una
seroprevalencia del 8.41%, con variabilidad (7 93% a 9 89%) geografica™ Estos
resultados son algo diferentes a los obtenidos por Gutiérrez y colaboradores™ en
1974, quienes usaron contrainmunoelectroforesis (CIE) y encontraron una
seroprevalencia del 5.9% (2.53% al 9 95%), posiblemente porque incluyeron sélo
poblacién urbana y porque el tamano de la muestra no fue calculado con base en la
probabilidad, como se hizo en el estudio arrba citado™

Asimismo. se ha demostrado que la titulacion de coproanticuerpos y anticuerpos
séricos (ELISA) antiamibianos entre individuos sanos y personas con amibiasis
intestinal, no permiten diferenciar ambos grupos, en zonas endemicas®™. Estos
resultados tienen consistencia con otras investigaciones, las cuales han encontrado
la misma prevalencia de anticuerpos sericos antiamiba entre portadores de la

especie patégena y sujetos no Iinfectados (de la misma area endémica)



probablemente como reflejo de una infeccion asintomatica previa con la especie
patogena* * Debe senalarse que la caracteristica "asintomatco” no descarta
pequenos incidentes invastvos los cuales por su Naturaleza subclinica constituyen
un predicamento en todos los estudios epidemiologicos de amiba, empero, es
razonable considerar la baja frecuencia de tales eventos*' ** ™

Las técnicas que se utilizan en la busqueda de anticuerpos especificos van desde la
fijacion del complemento, pasando por el ensayo inmunoenzimalico en fase solida
(ELISA), radionmunoensayo (RIA) hasta |a inmunoelectrotransferencia.
Considerandose en la actualidad el estudio de ELISA como la mejor prueba en
serologia amibiana®, ya que tiene la ventaja de usar un antigeno amibiano bien
definido® lo que la hace ser mas sensble (S =100%) que la hemaglutinacion
indirecta (S=86 9%) al compararse ambas con el diagnostico de absceso hepatico
amibiano®.

La Itmitada consistencia en los resultados de la mayoria de las tecnicas utilizadas,
se explica por la utilizacion de antigeno total de amiba. el cual resulta ser muy
heterogénen, pues es obtenido de diferentes formas, diferentes cepas y en
ocasiones no es tratado con inhibidores de proteasas; ademds, de las diferentes
formas de extraccion del antigeno (congelacion-descongelacidn. homogeneizacion
de los trofozotos a diferentes velocidades) . Estas limitantes dificultan la
interpretacion de resuitados obtenidos mediante reacciones inmunologicas en areas
endémicas. Hasta el momento no se cuenta con pruebas que constituyan un factor
predictivo de amibiasis intestinal en zonas donde la amibiasis se comporta en forma
endemica

A la fecha, a pesar de las propuestas para mejorar el serodiagnostico en estudios
epidemiolégicos, v gr la identificacion y purificacion de fracciones antigénicas de

62 y 136 kDa en portadores asintomaticos . proteinas recombinantes



(caracteristicas de zimodemos palogenos y no patogenos) como RecM1/™
RecSREHP™ * RecEHP1* P1-EIA™ aun se requieren de esludios epidemiologicos
para demostrar la validez de las nuevas pruebas diagnosticas en todo el espectro de

la entidad nosologica en cuestion.



ESTRUCTURA Y FUNCION DEL COMPLEJO  PRINCIPAL DE
HISTOCOMPATIBILIDAD:

El' complejo principal de histocompatibilidad (MHC) en humanos es también
conocido como sistema HLA (human leukocytes antigens). una unidad génica
extremadamente polimérfica localizada en el brazo corto del cromosoma 6 (ocupa
una regién de aproximadamente 2cM) Los genes del MHC se agrupan en tres
regiones denominadas clase |, clase |l y clase i ™® " Los loci clase | (A, B, C)
codifican para la sintests de antigenos que funcionan como elementos de restriccion,
esenciales para el reconocimiento de los antigenos (tumorales o virales) por los
linfocitos T citotoxicos que expresan el marcador CD8 7' Los loci clase |l (DR, DQ
DP) codifican a las moléculas encargadas de presentar los péptidos procesados
sobre la superficie de los linfocitos T que expresan el cofactor CD4 y que cooperan o
suprimen la respuesta inmunitaria” ™, otros genes de la region clase Il incluyen a los
transportadores de péptidos (TAP1, TAP2) y a los proléosomas (LMP2, LMP7)" *®
Los genes clase Il gobiernan la sintesis de varios factores del complemento (C2,
C4A, C4B de la via clasica y el factor Bf de la via alterna) Algunos complotipos
estdn asociados con ciertos haplotipos HLA, por lo que pueden resultar de interés
en genética de poblaciones, en transplantes o en asociaciones de HLA con diversos
padecimientos’’. Genes adicionales que han sido localizados en esta region incluyen
al factor de necrosis tumoral (TNF alfa y beta) y a la proteina de choque térmico
(HSP-70), el primero tiene una diversidad de funciones como par ejemplo: interviene
en la destruccion de células tumoraies, estimula la biosintesis de las proteinas
implicadas en |a respuesta inmunitaria, induce fenomenas de trombosis local, elc; la
segunda parece intervenir en forma muy importante en el transporte de péptidos a
los compartimentos intracelulares adecuados facilitando su interaccion con las

moléculas clase Il para que estas efectiuen su funcion de presentar ef antigeno’’.



Con el descubrimiento de la eslructura tridimensional de los complejos peplidicos
del MHC mediante la cristalografia por rayos X (en la década de los ochentas) ha
sido posible identificar los principios generales y las variaciones especificas que
gobiernan la interaccion del complejo formado por péptidos extraiios y moléculas del

MHC con los receptores de los linfocitos T y otras moléculas inmunoreguladoras’

ASOCIACION HLA-ENFERMEDAD:

Hace mas de veinte afios que se descubrid la participacion de los antigenos HLA en
la susceptibilidad a diferentes enfermedades, y a partir de 1972 las asociaciones
HLA - enfermedad han incrementado en forma impresionante Hasta el momento se
han estudiado mas de 500 entidades clinicas, de las cuales la asoctacion con HLA
esta confirmada en mas de 70 dichas enfermedades se pueden clasificar en
1)Padecimientos con alleraciones nmunologicas de cualquier naturaleza
(inmunodeficiencias, enfermedades autoinmunes, alérgicas, etc) relacionadas con
genes DR, DQ o DP

2)Enfermedades melabdlicas y deficiencias de complemento (hemocromatosis,
hiperplasia suprarrenal, deficiencias de C2, C4) que se deben a la alteracion o
delecion de un solo gen

3)Tumores malignos sélidos o hematologicos que dependen del locus A y de las
moléculas clase Il.

4)Enfermedades infecciosas y parasitarias que pueden tener participacion de clase |
o clase Il. Dentro de las enfermedades parasitarias, la mayoria de los estudios que
se han realizado a la fecha han sido efectuados en helmintos como Trichinella
(relacionada tanto con genes H-2 como con genes fuera de MHC, en ratones)®, y
protozoarios i.e Plasmodium (en ninos africanos se ha observado asociacion de los

antigenos clase | con resistencia a la malana)* " Trypanosoma cruzi ®, Toxoplasma



gondf®, Leishmama™ y Giardiasis muns® (cuya resistencia en ratones se ha
relacionado tanto con genes del H-2 como con genes fuera de MHC).

Mas recientemente, con el descubrimiento de otros genes HLA Clase I, tales como
TAP y LMP se han hecho nuevas investigaciones tralando de dilucidar el papel que
juegan éstos dentro de las asociaciones HLA-enfermedad® Quizas el hallazgo mas
espectacular desde el punto de wista de la investigacion basica, ha sido la
observacion de la umion de los péptidos inmunogénicos a los antigenos HLA,
permitiendo aclarar el fenomeno de restriccion™®

Se han propuesto varias hipotesis para explicar el papel de los alelos del MHC en el
gstablecimiento de la susceptibilidad a las enfermedades™ Entre estas hipotesis se
encuentran

a)La hipotesis de similitud molecular. la cual explica la susceptibilidad mediante
reaccion cruzada entre organismos infecciosos y un determinado antigeno HLA
b)Antigenos HLA como receptores. esla hipotesis plantea la posibilidad de que
algunos antigenos HLA actuen como receptores especificos para agentes
infecciosos y de esta forma relacionarse directamente con la enfermedad.
c)Modificacion de la estructura de los antigenos HLA, sugiere que los antigenos
extranos pueden producir alteraciones quiricas en las moléculas HLA capaces de
ser delecladas por el sistema inmunologico como no propias, respondiendo por lo
tanto, con la produccién de autoanticuerpos y la generacion de la enfermedad®".
d)Genes de la respuesta inmune, los antigenos HLA participan en la regulacién de
la respuesta inmune, consecuentemente, cualquier trastorno que se manifieste
como aumento o defecto en la respuesta iInmune podria involucrar a los antigenos
HLA y explicar su asoctacion con una predisposicion a la enfermedad™.

Desde luego, ninguna hipétesis en forma aislada explica todas las relaciones que se

han registrado y bien pudiera ser que cada uno de estos mecanismos, esté



involucrado ya sea en uno o varios de los procesos de enfermedad asociados con el

MHC

ANTIGENOS HLA E INFECCION AMIBIANA:

La asociacion antigenos HLA e infeccion amibiana ha sido estudiada solo en
ratones, al respecto Ghadirian y colaboradores™ inocularon en intestno grueso de
ralones cepas axénicas de E histolytica (HM-1-13), el numero de lrofozoitos de E.
histolytica fueron cuantificados cinco dias despueés de la inoculacion intracecal Las
cepas de raton susceptibles fueron C3H/HeCr, BALBc. NZB BIN, B10.A. DBA2 vy
C57BL/6, mientras que las cepas AJ, CE. DBA 1 y CD-1 fueron relativamente
resistentes No encontraron asociacion entre los haplotipos del H-2 y la
susceplibiidad a amibiasis, esto indica que el complejo principal de
histocompatibilidad no tiene una funcion en la regulacion de ia fase de respuesta a
la infeccion por E. histolytica, sin embargo, los hallazgos son compatibles con la
hipétesis de que la susceptibilidad a la infeccion por E. histolytica pudiera estar
controlada por un gen dominante no relacionado al MHC, tentativamente designado
Enh, este gen posiblemente controle algunas funciones asociadas con la resistencia
natural a la infeccion amibiana. En humanos, la susceptibilidad genética en la
amibiasis se ha estudiado unicamente en relacion a absceso hepatico amibiano,
observandose una asociacién con el antigeno HLA-DR3 y el complotipo SCO1,
codificados dentro de la region MHC*, sin embargo, la participacion de estos genes
u otros, dentro o fuera del sistema HLA asociados con la susceptibilidad a la

amibiasis en otros grupos étnicos, no ha sido investigada.



. JUSTIFICACION

La amibiasis constituye un problema de salud publica a nivel mundial*

En nuestro pais la infeccion por E histolytica/E. dispar se ha estimado con una
prevalencia del 10 al 20% (lo cual equivale a un maximo de 16 millones de
infectados)"'. Se ha senalado ademas, que en comunidades endemicas la incidencia
de infecciéon amibiana es del 20% o mas. con una tasa de reinfeccion por arriba del
40% en seis meses™'

El grueso de las investigaciones sobre amibiasis en el ultimo decenio, esta dirigido
basicamente al estudio del parasito mas que a su unico reservorio. el hombre
Suelen citarse aspectos de la histona natural de la enfermedad, sin hacer referencia
particular al estado de portador, por o que es conveniente contar con estudios
epidemioldgicos que permitan identificar. si ademas de los factores de riesgo ya
establecidos (higiénicos. saneamiento ambiental, estado nutricional, edad, nivel
socioecondémico, virulencia del parasito, elc) el sistema principal de

histocompatibilidad tambien se relaciona con el estado de portador asintomatico de

E histolylica/E. dispar.
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IV. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Con base en los antecedentes antes relatados conviene hacer enfasis en tres
aspectos

1) En nuestro pais, asi como en otras naciones en desarrollo, la amibiasis continua
stendo un problema de salud El 90% de los individuos con esta parasitosis son
portadores asintomaticos de E. histolytica/E dispar

2) Enla Iiteratura hay investigaciones que sugieren una posible asociacion del HLA-
DR3 con la susceptibilidad a desarrollar absceso hepatico amibiano

3) Hemos documentado que bajo el mismo ecosistema parece que solo ciertos
individuos adquieren el parasito y permanecen en forma mas o menos prolongada
(1e un ano) como portadores asintomaticos de E histolytica/E. dispar. 1o cual

pudiera estar determinado por diferencias genéticas

Por lo anterior, conviene identificar la posible existencia de un marcador génico de
proteccién o de susceptibilidad para adquirir ta infeccion por el protozoario, ademas,
s tomamos en cuenta que la amibiasis intestinal no INvasora representa una fase

importante dentro del espectro de la enfermedad, cabe preguntarse st

LExiste asociacion entre los antigenos HLA-A, B, DR, y complotipos con el
estado de portador asintomatico de E. histolytica/E. dispar en la poblacién

mestiza mexicana?.

N
o



V. HIPOTESIS

El 35 5% de los meslizos mexicanos con absceso hepatico amibiano (versus 12 7%
de la poblacion general del mismo grupo etnico, p < 0 05) son portadores de un gen
de susceptibilidad asociado con el MHC Con base en estos hallazgos se puede
conjeturar que la adquisicion y retencion prolongada de E histolytica/E. dispar (aun
sin el desarrollo de la enfermedad, 1e. estado de portador asintomatico) pudiera
estar regulado de alguna manera y probablemente en conjunto con otros factores de
riesgo por el complejo principal de histocompatibiidad Por ello se estudiaron las
frecuencias de los antigenos HLA Clase |, Il y de complotipos en poblacion mestiza

mexicana con infeccién amibiana asintomatica prolongada y sin ella.
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VI. OBJETIVOS

¢ Objetivo general:
Determinar el grado de asociacion entre los antigenos HLA- A B, DR, y

complotipos con el estado de portador asintomatico de E fustolytica/tE dispar

sObjetivos especificos:
Evaluar las frecuencias de antigenos HLA- A, B, DR y complotipos en una
poblacion de mestizos mexicanos
Identificar el tipo de especie infectante (Entamoeba histolytica y Entamoeba
dispar) mediante la tecnica de PCR
3 Determinar las diferencias existentes entre portadores y no portadores de £
histolytica/E dispar con respecto a la respuesta serologica (anti IgG e IgA séricas.
asi como anti-lgA secretora)
Identificar algunos factores de riesgo asociados al estado de portador

asintomatico de £ histolytica/E  dispar
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1.

VIl. SUJETOS, MATERIAL Y METODOS

CARACTERISTICAS DEL LUGAR DONDE SE REALIZO EL ESTUDIO:

Se Hlevo a cabo en adultos derechohabientes de las Unidades de Medicina
Familiar 31 y 23 del Instituto Mexicano del Seguro Social en el Valle de México,
las cuales atienden a la poblacion que vive en zonas aledanas a las clinicas

(Delegaciones de lztapalapa y Gustavo A. Madero)

DISENO DEL ESTUDIO:

CASOS Y CONTROLES. seleccionados a partir de cohortes

2.1 GRUPOS DE ESTUDIO:

Inicialmente y mediante muestreo al azar se entrevistaron 2 600 personas (fase
de escrutinio), los individuos participantes que cumplieron con los criterios de
seleccion, fueron incluidos en forma consecutiva de acuerdo a su identificacion
como portadores de E. histolytica/E dispar - CASOS- y no portadores del
protozoario -CONTROLES-. La asignacion nicial a uno u otro grupo dependio
de la presencia de quistes del parasito en una de las tres muestras
consecutivas de heces o de la ausencia de cualquier parasito en el mismo
numero de coproparasitoscopicos. |.os controles fueron pareados por edad,

sexo y condicion socioeconomica™



A. CASOS

A1 CRITERIOS DE INCLUSION

» Mestizos mexicanos, mayores de 18 afos de edad, adscritos a las Unidades de
Medicina Familiar 23 y 31 del Instituto Mexicano del Seguro Social, que.

¢ Se identficaran como portadores de E. histolytica/E. dispar mediante la presencia
de quistes del parasito (coproparasitoscopicos, técnica de Faust-Ferreira)®, en al
menos una ocasion mas durante la fase de seguimiento, para lo cual entregaron
una muestra de heces fecales cada mes durante un afo.

¢ Negaran sintomatologia gastrointestinal como demanda de consulta médica

e Estuvieran de acuerdo en participar en el estudio, a través de la firma de
consentimiento informado.

¢ Incumplimento en la entrega de muestras en no mas de cuatro ocasiones

consecutivas a lo largo del seguimiento.

A2 CRITERIOS DE EXCLUSION:

e Mujeres embarazadas.

o Sujetos con enfermedades por inmunodeficiencia  primaria vgr.
agammaglobulinemias  congénitas, sindrome de Di George, etc, o
inmunodeficiencia secundaria e.g.- cancer, SIDA, insuficiencia renal cronica,
agranulocitosis, anemia aplasica, anemia de células falciformes, lupus

eritematoso, etc.
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e Pacientes con ingesta de medicamentos inmunosupresores 0 medicamentos que

interfirieran con la rdentficacion del parasito’, tales son laxantes, enemas,
antidiarreicos como los compueslos con caolin o bismuto antiacidos, sulfato de
bario, antiamibianos y medicamentos antimicrobianos como la tetraciclina y las
sulfonamidas

Aun cuando hayan sido caracterizados como casos se negaran a la toma de

muestras sanguineas para la tipificacion de antigenos HLA

B. CONTROLES

B1 CRITERIOS DE INCLUSION:

Mestizos mexicanos mayores de 18 afnos de edad

Adscritos a las Unidades de Medicina Familiar 23 y 31 del Seguro Social, en el
Valle de México.

Con coproparasitoscopicos negativos en el 100% de los examenes realizados (36
CPS en 12 meses). Técnica de Faust-Ferreira™.

Negaran sintomatologia gastrointestinal como demanda de consulta medica
Estuvieran de acuerdo en participar en el estudio a través de la firma de
consentimiento informado.

Incumplimiento en la entrega de muestras en no mas de cuatro ocasiones

consecutivas a lo largo del seguimiento
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B2. CRITERIOS DE EXCLUSION

Mujeres embarazadas

Sujetos con  enfermedades por  inmunodeficiencia  primana var.:
agammaglobulinemias congénitas, sindrome de Di George, etc, 0
inmunodeficiencia secundaria e g.. cancer, SIDA, insuficiencia renal cronica,
agranulocitosis, anemia aplasica, anemia de células faiciformes, lupus
eritematoso, elc.

Pacientes con ingesta de medicamentos inmunosupresores 0 medicamentos que
interfirieran con la identficacion del parasito, tales son: laxantes, enemas,
antidiarreicos como los compuestos con caolin o bismuto, antidcidos, suifato de
bario, antiamibianos y medicamentos antimicrobianos como la tetraciclina y las
sulfonamidas.

Aun cuando hayan sido caracterizados como casos se negaran a la toma de

muestras sanguineas para la tipificacion de antigenos HLA.
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2.3 TAMANO DE MUESTRA®

Probabilidad maxima de cometer error tipo | (rechazar la hipotesis nula cuando
esta en realidad es verdadera) o nivel alfa. bimarginal = 0 05

Probabiidad maxima de incurrir en error tipo |l (no rechazar la mpotesis nula
cuando esta en realidad es falsa) o nivel beta = 0.20

P1 = Probabilidad de encontrar HLA-DR3 en portadores asintomalicos de
Entamoeba histolytica, 35 5%

P2 = Probabilidad de encontrar HLA-DR3 en no portadores de Entamoeba
histolytica, en mestizos mexicanos. 12 7%.

P =Elpromedioentre P2 y P1=024

Q = Fue especificado por la diferencia obtenida de los valores P1y P2 =076

r = Larelacion caso-control fue de 1 1. porlo que r =1

Los valores de P1y P2 fueron calculados con base en los hallazgos de estudios

previos en meslizos mexicanos y HLA-absceso hepatico amibiano® *

L‘u R O A ¢ "I):Q:]:

Farmula: m= .
(P -Py

El tamafo de la muestra fue de: 126

63 casos y 63 controles
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3.

DEFINICION DE VARIABLES:

31 Vanable dependiente, estado de portador asintomatico de £. histolytica/E

dispar (en mestizos mexicanos)

32 Vanable independiente. antigenos HLA-Clase | (A B. C), Clase Il (DR. DQ)

y Clase Ill (complotipos)

3.3 DEFINICION OPERACIONAL DE LAS VARIABLES DE ESTUDIO

Infeccion o estado de portador asintomatico de E. histolyticalE. dispar,
presencia de quistes del parasito. identificados por coproparasitoscopicos (técnica
de Faust-Ferreira)™, en por lo menos una vez mas, durante el ano de seguimiento
No portador de E. histolyticalE. dispar ausencia del protozoario en el 100% de
los examenes realizados durante un ano de seguimiento, técnica de Faust-
Ferreira®

Mestizo mexicano®’, hijo de padres y abuelos mexicanos, identificado a través del
interrogatorio directo.

Nivel socioeconémico™, determinado con base en el indice tricotdmico, con
informaciéon de seis variables® “indice de hacinamiento” (numero de cuarlos y
personas en la vivienda), "indice de condiciones de la vivienda" (material del piso,
disponibilidad de agua potable, forma de eliminacién de excretas), estos dos
indices junto con la "escolardad del jefe de la familia" conforman el indice de nivel

socioeconomico (indice de Bronfman)
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Higiene, evaluada mediante cuestionario previamente validado" que identifica
habitos higienicos a través de interrogatorio € g alimentacion en via publica.
ingesta de agua hervida, y habitos en el aseo de manos tanto antes de comer
como para preparar aimenlos y después de ir al bano.

Diarrea® aumento en el numero de evacuaciones emitidas en 24 horas (dos o
mas de lo habitual) acompanadas de cambios en su consistencia con o sin fa
presencia de moco o sangre. Operativamente, a todos los episodios de diarrea
reportados (con moco o sangre) se les realizo amiba en fresco

Cumplimiento™. se ha definido al cumplimienio como el proceso a través del cual
el paciente lleva a cabo las indicaciones dadas por el médico. En este estudio se
considerd cumplimiento cuando la muestra de heces no era menor de 5g. y no
tenia mas de 10 horas de haberse recolectado, esto ultimo aunado a la
refrigeracion de las mismas hasta el momento de la entrega.

Determinacidon de anticuerpos antiamiba, estos fueron detectados por el
método de ELISA usando antigenos £ histolytica HM1: IMSS. Las muestras
esludiadas fueron saliva y suero Para la determinacion de anticuerpos secretores
en saliva primeramente se cuantifico la IgA total en cada una de las muestras con
la finalidad de homogenizar a 0.05 mg/ml la cantidad de IgA. La reaccidn antigeno-
anticuerpo se detecto utiizando IgA antihumana conjugada a peroxidasa (Zymed
Laboratories Co, San Francisco Ca USA). La reaccion se reveld después de
adictonarle la solucion de sustrato preparada con 1 mg/ml de o-
fenilendiamaine en 0.1M en solucion amortiguadora de citratos 0.1M con un pH

de 4 5, se ulilizod IgA anthumana especifica contra isotipos conjugados para afinar
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la purificacion de anticuerpos IgA. En relacion a la titulacion de anticuerpos séricos
anti-lgG 'y ant-IgA se emplearon placas con pozos cubiettos con 50 i de
estracto de amiba insoluble en buffer de carbonatos 0.01 M, pH 96, a cada pozo
se le agrego 50, de esta suspension, incubandose 2.30 h a 37°C, para después
lavarse una vez con PBS-BSA-TWEEN y luego dos veces con PBS-TWEEN
Posteriormente. los pozos se bloquearon con PBS leche al 5%, se incubaron toda
la noche a 4°C A continuacion y previo lavado de los pozos. se adicionaron 50u!
de la muestra y se incubaron durante una hora en agitacion suave y a temperatura
ambiente, los pozos se lavaron y se les anadié 50 pul de anti-igG humana
peroxidado (Cappel Pa.. USA) a una dilucion de 1.1000, o anti-IgA humana
peroxidado (Cappel Pa., USA) a una dilucion de 1.2000, para incubar nuevamente
durante 60 minutos Los anticuerpos (anti-lgG y anti-lgA) se utilizaron a las
diluciones que previamente habian dado lecturas de densidad 6ptica -D.O.- A 490
nm similares, cuando se probaron con concentraciones iguales de 1as
inmunogtobulinas respectivas. Finalmente se afiadieron 50ul de sustrato (10mi de
solucion amortiguadora de citratos 0 1M, pH 45, adicionada de 10mg de O-
Fenilendiamina (sigma Chemical Co., St. Louts, Mo. USA) y 4ul de H202 al 30%
(Merck de Meéxico, S A ) la reaccion se dejo transcurrir hasta observar la aparicion
de color (aproximadamente 15 minutos), se bloqued la reaccion afadiendo 200ul
de H2S04 1M (Merck de Mexico, S.A ) por placa.

La densidad optica (para todos los anticuerpos) fue leida en un microlector de
ELISA (EL 312e, instrumentos Bio-Tek) a 430 nm Los diferentes valores de los

puntos de corte para cada una de las pruebas fueron establecidos de acuerdo al
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promedio obtenido mas dos desviaciones estandar en el grupo de controles
Antigenos HLA Clase | y Il. Pertenecen al grupo de antigenos HLA Clase |, las
moleculas Ay B, y a los clase Il. las moléculas DQ y DR La tipficacion fue
efectuada por el método de microcitotoxicidad en dos pascs'®. se utilizaron
placas de tipificacion HLA (PelFreez, Roger Arkansas, EE.UU ), cubnendo 17
antigenos HLA-A, 30 HLA-B, 13 HLA-DR y 5 HLA-DQ. Los antigenos HLA
Clase | fueron determinados en linfocitos aislados de sangre periférica por
separacion en gradiente de densidad de Ficoll-Hypaque y los antigenos HLA
Clase |l fueron determinados en linfocitos B usando Lympho-Kwik-B (One lambda
Inc ., Los Angeles Ca.. USA)

Complotipos, corresponden a las proteinas del complemento C2. C4 y Factor B,
antigenos codificados por la region HLA Clase !l Los complotipos fueron
evaluados en plasma EDTA Las variantes C2 fueron identificadas por
1soetectroenfoque en un gel de acrilamida (Sigma, St Louis, MO, USA) seguido de
ensayo hemolitico en la zona de migracion de C2 usando eritrocitos de carnero
sensibilizados con anticuerpo especifico y complemento deficiente en C2. Las
variantes polimorficas de C4A y C4B fueron determinadas por electroforesis de
muestras de plasma, desializadas con neuraminidasa de C. Perfringes tipo VI
(Sigma, St Louis, MO, USA) seguido de inmunoprecipitacion con antisuero
especifico anti C4 (Atlantic Antibodies, Scarborough, MN, USA) Finalmente la
tipificacion de las variantes del factor B fueron a través de electroforesis en gel de

agarosa usando un buffer veronal alcalino seguido de iInmunoprecipitacton con
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suero especifico antfactor B humano (Atlantic Antibodies, Scarborough, MN,
USA)

Frecuencia antigénica'"', es la proporcion de sujetos del total que son portadores
de determinado antigeno, y expresa lo que parece existir en cierto locus. Lo que
realmente existe es la combinacion de dos genotipos (uno heredado por el padre y
otro heredado por la madre)

Frecuencia génica'' define las proporciones alélicas en un locus, ie. la
contribucion genética a la descendencia.

Desequilibrio de ligamiento'”, indica que existe una asociacion preferencial
entre alelos de diferentes loci. Los alelos segregan juntos en un mismo haplotipo,
dependiendo de la distancia que existe entre ellos

Tipo de especie infectante’®, la amplificacion del ADN de E histolytica y E.
dispar fue a lravés de la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa, se
usaron sondas especificas para cada una de las especies oblenidas de una clona

de HM-1:IMSS y SAW 1734R respectivamente.
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4. DESCRIPCION GENERAL DEL ESTUDIO

Como estrategia para la seleccion de casos y controles, el estudio tuvo dos etapas
La primera, para fa formacion de grupos, incluye la fase de escrutinio y de
seguimiento. La segunda etapa corresponde directamente a las acciones realizadas

para dar respuesta a |a pregunta de investgacion

4.1 PRIMERA ETAPA "FORMACION DE LOS GRUPOS DE ESTUDIO (CASOS Y

CONTROLES)".

b FSCRUTIND
Se inicio con 2,600 individuos que aportaron muestras de heces. Estos pacientes
fueron elegidos cuando acudian a consulta externa de Medicina Familiar de sus
respectivas clinicas, ya sea por entidades nosologicas no gastrointestinales o como
acompanantes. A todos ellos se les aplicd un cuestionario que incluia variables
como edad, sexo, lugar de residencia, escolaridad, ocupacion, condiciones de la

vivienda. nivel socioecondémico, habitos higiénicos y antecedentes de amibiasis

invasora

PASE D SEGUIMIERTO:
A los individuos que reunian los criterios de inclusion (portadores y no portadores) se
les inicié larecoleccion de muestras de heces, por tres dias consecutivos, cada mes,

durante un ano
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La técnica para el procesamiento de CPS fue la de Faust-Ferreira® Cuanlificandose
al inicio y a los seis meses la variabilidad interobservador a través de la prueba de

103

kappa'™ (k = 0.46 a 0.59, valores que reflejan buen acuerdo).

Las personas con uno o mas resultados positivos (a £ histolytica/E dispar) de CPS
o cultivos de Robinson al término del seguimiento, fueron consideradas como casos
Contrario a esto, los sujetos con et 100% de muestras negativas a £ histolytica / E
dispar formaron parte det grupo control

Durante cada entrevista (mensual) se registraron las condiciones de la vivienda,
higiene y caracteristicas socioeconomicas, asi como el estado clinico de los sujetos
participantes. Ante la presencia de enfermedad diarreica, se brindd atencion médica
y se colectaron las muestras de heces para identificar trofozoitos hematofagos,
mediante el examen de amiba en fresco, sin la busqueda de otra etiologia bacteriana
o parasitaria que explicase el episodio diarreico

En las visitas domiciliarias, las personas encargadas de la aplicacion de los
cuestionarios y de la recoleccion de muestras, desconocian el grupo al que
pertenecian las personas bajo estudio. De igual manera, |as técnicas de faboratorio
se realizaron en forma ciega con respecto a las condiciones clinicas de los pacientes
y al grupo de referencia (casos o controles) Los cuestionarios fueron validados
antes de su aplicacion y todos los procedimentos (entrevistas, recoleccion vy
almacenamiento de muestras, etc.) se efectuaron previa estandarizacion de criterios

operativos
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4.2 SEGUNDA ETAPA

CUANTIFICACION DE LOS ANTICUERPOS SERICOS (igA e 1gG). se obtuvieron 3
ml de sangre al nicio y cada seis meses durante el periodo de seguimiento Los
anticuerpos anti-amiba se detectaron por el método ELISA usando antigenos E

histolytica HM1 IMSS

CUANTIFICACION DE ANTICUERPOS SECRETORIOS (IgA en saliva), se colectd
mensualmente una muestra de 5Sml de saliva, congelandose a -70°C hasta su
procesamiento Los anticuerpos anti-amiba se detectaron por el método ELISA

usando antigenos E histolytica HM1 IMSS

TIPIFICACION SEROLOGICA DE LA POBLACION ESTUDIADA

Una vez integrados los grupos de estudio, se procedid a la toma de muestras
sanguineas - 20ml de sangre por puncion venosa - para la tipificacion de los
antigenos HLA Clase |y It por el método de microlinfocitotoxicidad y 1a obtencién de

plasma para la determinacion de complotipos



4.3. ANALISIS ESTADISTICO
ANALISIS DE LA PRIMERA ETAPA:
En el analisis de las caracteristicas sociodemograficas se obtuvieron las frecuencias
-sunples de las diferentes variables. Como medida de asociacion para las variables
cualitativas (sexo, ocupacion, condiciones de la vivienda, nivel socioeconomico,
higiene, etc ) se calculd la razon de momios (OR) y el intervalo de confianza al 95%
segun el método de Cornfield'™ EI nivel de significancia utlizado fue para una
p <0.05, producto de las pruebas chi de Mantel-Haenzel y prueba exacta de Fisher'™
Asi mismo, la comparacion de promedios de las edades fue a traves de la prueba de
distribucion t'®. También, las mismas variables sociodemograficas fueron usadas
para construir un modelo predictivo de regresidn logistica (método forward) con un
nivel de significancia de 0.05, el cual permitio cuantificar el riesgo que representa
cada una de las variables explicatorias'™ '®
Con el objetivo de conocer la variabiidad de! estado de positividad a £ histolytica a
través dei tiempo se realizo la prueba de correlacion de rangos de Spearman'®

Se calculd densidad de incidencia para estimar el riesgo que tienen los individuos

bajo estudio de cursar con diarrea a lo largo de un ano
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ANALISIS DE LA SEGUNDA ETAPA:

CUANTIFICACION DE ANTICUERPOS ANTIAMIBA, se obtuvo la distribucion de
frecuencias simples de los valores de densidad Optica de cada una de las
mediciones, como medida de tendencia central se ulilizd la mediana. Las
comparaciones de las medianas entre grupos fue realizada a través de la U. Mann
Whitney y la prueba de rangos de Spearman para correlacionar los valores de
densidad optica a través del tiempo El punto de corte fue el resultado del promedio
mas dos desviacicnes estandar de la densidad éptica del grupo de controles.
calculandose el coeficiente de variacion'® para determinar la valdez de cada

medicion.

CALCULO DE LA ASOCIACION ANTIGENOS HLA Y ESTADO DE PORTADOR
ASINTOMATICO DE L. HISTOLYTICA 1 DISPAR
El analisis del complejo principat de histocompatibilidad incluyo
a) Frecuencias antigénicas, calculadas como la proporcion de sujetos portadores de
un determinado antigeno del total de individuos estudiados'™'
b) Frecuencias génicas, las cuales se calcularon con la siguiente ecuacion.

p= Wi
donde A corresponde a la frecuencia antigénica y p a la frecuencia génica'®'
¢) Se cuantifico el grado de asociacion entre los antigenos HLA e infeccion amibiana
a través de fa razon de momios (OR) e intervalos de confianza al 95%™ ' la
significancia estadistica entre 10s casos versus controles se caleuld mediante la

prueba de chi cuadrada o prueba exacta de Fisher (esta ultima se aphico en los casos



en donde alguno de los valores esperados de |a tabla de 2x2 fuera < 5); los valores
de p (menores a 0 05) asi oblenidos fueron corregidos (pC) por la multiplicacion con
el numero de especificidades estudiadas (correccion de Bonferroni)®.

d) El desequilibrio de enlace se estim¢ de acuerdo a la formula de Mattiuz y col.

(1970), para individuos no relacionados'™":

d h+d c+d
YN N
n ¥ on n

@) Las frecuencias de las fracciones haplotipicas fueron obtenidas mediante la
siguiente ecuacion Py = Pi x P} + A, donde Pi y Pj son los genotipos de cada
combinacién antigénica La significancia de los valores de delta fue obtenida a través

de tablas de contingencia de 2x2 y chi cuadrada''.
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Vill. RESULTADOS

8.1 CARACTERISTICAS GENERALES DE LAS COHORTES DE ESTUDIO
Escrutinio:

Entre mayo de 1993 y julio de 1994 se realizaron 4,526 entrevistas, lograndose
obtener muestras de heces en 2599 individuos (57 4%). La prevalencia de £

histolytica/ E dispar determinada por coproparasitoscopico fue del 4 3%

Formacion de grupos (casos y controles):

Se reclularon 102 sujetos con coproparasiioscépicos positivos a £  histolytica /€
dispar y 95 con coproparasitoscopicos negativos, prevalecio (80%) el género
femenino en ambos grupos. Todos ellos completaron 12 meses de seguimiento, con
un 96% y 97% de cumplimiento respectivai .ente. De acuerdo al patron de
eliminacion de quistes se conformaron tres grupos: 1) Portadores crénico
persistentes, aquellos que presentaron CPS positivos al protozoario en mas del
50% de las muestras, n=23, 2) Portadores intermitentes, los que en forma
intercalada presentaron CPS positivos y negativos durante el tiempo de seguimiento
(del 18% al 50% de posttividad), n = 39; y 3) Porladores transitorios, sujetos con
una o dos muestras (< 17%) positivas durante los 12 meses de seguimiento. n=40
Para fines de este estudio fueron elegidos de acuerdo a su patron de eliminacion de
quistes y al consentimiento por escnto dei paciente, 19 portadores cronicos
persistentes, 25 portadores intermitentes  y 6 portadores transitorios conformado

r

asi 52 portadores asintomaticos de £ fustalytica’s dispar y 53 controles Al agrupar
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y ponderar las varnables como drenae. agua polable, escolandad e higiene
alimentania para integrar los indices preestablecidos de condiciones de la vivienda.
nivel socioecondmico e higiene observamos una distribucion similar de las variables
tanto en los casos como en los controles, cuadro 1 Al desagrupar los indices y
analizar por separado cada una de las variables sociodemograficas. a través de un
modelo de regresion logistica se pudo apreciar que, no contar con agua
intradomiciliaria y la falta del habito del lavado de manos después de ir al bano
constituyen los principales factores de riesgo para adquirir la infeccion amibiana,

cuadro 2.

Seguimiento de la poblacion estudiada:

El tiempo esperado de seguimiento (si tomamos en cuenta 12 meses por personay)
para los 52 casos corresponde a 624 meses/persona y para los 53 controles 636
meses/persona. Al cuantificar el iempo observado de seguimiento pudimos constatar
que el primer grupo contribuyo con 580 meses/persona y el segundo con 568
meses/persona, obteniéndose el 93% y 89% (p = 03) de cumplimiento
respectivamente, con un promedio de 11 muestras entregadas por individuo en

ambos grupos de estudio
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Evolucidn del estado de portador de E. histolytica / E. dispar y de los controles
durante el seguimiento:

Los 52 sujetos portadores de E. histolytica/E. dispar mantuvieron esta caracteristica,
cuando menos una vez mas a lo targo de! seguimiento. Asi, el 47% del total (580) de
muestras de heces de éste grupo fueron clasificadas como positivas al protozoario,
ya sea a través de coproparasitoscopico o cultivo de Robinson, figura 1. Cabe
destacar que ninguno de los integrantes de ésta cohorte presentd evidencia de
enfermedad amibiana durante el seguimiento.

E! tipo de cepa infectante identificada mediante PCR, se obtuvo en 28 sujetos (54%),
y en todos ellos se identifico £. dispar

Los controles mantuvieron su estado de negatividad en el 99.8% del total de
muestras (571) a lo largo de los 12 meses de seguimiento. Sélo un sujeto elimino

quistes de E. histolytica/E. dispar durante el seguimiento

Incidencia de diarreas durante el seguimiento:

La frecuencia de diarreas fue del 30% en ambos grupos, y la incidencia de tales
episodios fue de 0.02 y 0.03 para casos y controles respectivamente (RR = 0.92;
1.C. 95% 0.60-143; p=0.72). Ninguno de los eventos de diarrea estudiados se

reportd con sangre ni se identifico E. histolytica, cuadro 3.
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8.2 ESTUDIO SEROLOGICO

Anticuerpos anti-E. histolytica:

Al comparar las medianas de absorbancia de los anticuerpos IgA sencas ant-£
histolytica entre casos y controles con cada una de las mediciones. no se obtuvieron
diferencias estadisticamente significativas, excepto en la segunda medicion (a i0s
seis meses) p= 003 Los valores intragrupo mostraron cambios significatives
(stempre por abajo del punto de corte) a lo largo del tiempo. para los casos r =-0 33
p<0.05, y para los controles r =099 p<005 El punto de corte correspondio a una
densidad optica de 0.26nm, con un coeficiente de variacion def 4%. figura 2

La comparacion de las medianas de absorbancia de los anticuerpos IgG sericos
anti-E  histolytica. revelaron diferencias estadisticamente significativas p< 005)
entre casos y controles en cada una de las mediciones Los valores de absorbancia
no mostraron cambios significativos a largo del iempo en el grupo de portadores
= -050 p= 067, pero en los controles si hubo cambios significativos, aungue todos
ellos estuvieron por debajo del punto de corte r= -1 p <005 El punto de corte
correspondio a una densidad optica de 0 28nm. con un coeficiente de vanacian del
8%. figura 3

Con respecto a las diferentes medianas de absorbanca de anticuerpos IgA  en
saliva anti-E histolytica, a! compararse casos y controles, estas fueron en sus dos
primeras mediciones estadisticamente diferentes (p<005), no asi en la tercera
medicion ( a los doce meses) la cual arro)o unap =027 El grupo de portadores no
mostré cambios significativos de sus valores de absorbancia de anticuerpos a lo

largo del tempo (r= 050. p= 067) en tanto que los controles si evidenciaron
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cambios estadisticamente significativos (r=1, p<0.05) EI punto de corte
correspondio a una densidad optica de 0.46nm, con un coeficiente de variacion del

4.8%, figura4

8.3.COMPLEJO PRINCIPAL DE HISTOCOMPATIBILIDAD E INFECCION AMIBIANA:

En los cuadros 4, 5, 6 se describen las frecuencias fenotipicas y genotipicas de los
antigenos HLA Clase | y II, por grupos de reaccion cruzada. No hubo asociaciones
primarias 0 debidas a desequilibrio de enlace con ninguno de los antigenos HLA
Las frecuencias que predominaron fueron para el locus A, el antigeno A2, cuadro 7
En el locus B, el B35 fue el antigeno que prevalecio en los casos y el B39 en los
controles, cuadro 8. Dentro de los DR la mayor frecuencia correspondioé al DR4,
cuadro 9. Las frecuencias del antigeno HLA-DR3 fueron semejantes entre casos
(9.6%) y controles (9.4%), cuadro 6 De igual forma, los antigenos clase Il que
incluyen los factores del complemento, al analizarse tanto en forma aislada (cuadro
10) como en complotipos (cuadro 11) no mostraron diferencias estadisticamente
significativas; tal como se puede observar con la distribucion del SCO1, la cual fue
similiar entre los grupos de estudio (27% en los casos y 21% en los controles,

OR=14 1C 95%=069-281 p=041)
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IX. DISCUSION

9.1 Caracteristicas generales de las cohortes de estudio:

La prevalencia de infeccion por E. histolytica/E. dispar en la poblacion muestreada
(4 7%) fue menor a la estimada tanto a nivel mundial (10%)? como a nivel nacional
(15%)", lo cual puede ser explicado por a) Varnaciones en la sensibilidad y
especificidad de las tecnicas utilizadas (para los metodos de concentracion vg.:
método de flotacion de sulfato de zinc, la sensibilidad es del 70% al 80% y para los
métodos sin concentracion e.g.. examen directo de heces, la sensibiidad es del
60%) en los diferentes estudios que intentan estimar Ila prevalencia de la infeccién
amibiana® ' '®: b)La mayoria de las investigaciones inciuyen solo una muestra de
heces de cada uno de los individuos, identificando unicamente del 40% al 50% de
los infectados, se ha documentado que cuando se incluyen ires muestras de dias
diferentes, se detecta del 55% al 65% de las Infecciones amibianas, esta
probabilidad se incrementa hasta el 80% cuando el total de muestras examinadas

por paciente es de seis dias diferentes' '®,

c) Otro aspecto importante radica en la
diferente capacitacion técnica entre observadores que conlleva a la identificacion de
polimorfonucleares o quistes de otro lipo de amibas como quistes de E.
histolytica/E. dispar '’ '®, una encuesta en varios laboratorios clinicos de la ciudad
de México''® revela que por regla general la E histolytica/E. dispar y la E hartmani
no son apropiadamente diferenciadas (ya que no miden los quistes), errores que

repercuten en la sobrestimacion diagnostica de la infeccton amibiana, y d) La

posible repercusion de las intervenciones en salud mediante el programa de agua

46



limpia y el programa nacional de control de enfermedades diarreicas. Estos
programas han influido en la educacién para la salud de la familia y el saneamiento
ambiental, lo cual se refleja en una disminucion de la morbilidad al evitar 25 millones
de episodios de diarreas al afo'"'.

Para el calculo del tamafo de muestra fueron consideradas las frecuencias
antigenicas HLA publicadas en las investigaciones realizadas en mestizos
mexicanos, adultos, con absceso hepatico amibiano” “ Estimandose una n de
126, esto es: 63 casos y 63 controles. Sin embargo, el estudio se limito a 105
pacientes (52 casos y 53 controles), alcanzando el 83% del tamafio de muestra
propuesto. El analisis de potencia mostré un valor de 1-f§ de 0.78. En vista de lo
anterior, podemos concluir que la cantidad de pacientes estudiados fue suficiente'
en numero (poder de la muestra = 78%) para mostrar la no asociaciéon entre
antigenos HLA y el estado de portador asintomatico de E histolytica/E. dispar, sin

incurrir en error tipo Il.

9.2 Caracteristicas generales de los casos y controles:

Ambos grupos difiieron en cuanto a caracterisiicas sociodemograficas, mas
precisamente, fueron la falta de agua potable intradomiciliaria y la ausencia del
habito del lavado de manos después de ir al bano las variables identificadas como
factores de riesgo para adquirir el estado de portador Asociaciones causales que
resullan coherentes con el conocimiento bioldgico st consideramos que la forma de
transmision del protozoario es via fecal-oral. al respecto. un estudio de revision'” que

comprende 67 publicaciones que tratan de cuantificar el impacto que tienen acciones
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como: aumento en la calidad y cantidad de agua domiciliaria, y el mejoramiento en
el manejo de excretas, muestran una reduccién sustancial (22%) de las tasas de
morbilidad por diarreas como consecuencia de las intervenciones mencionadas,
reflejando un mayor impacto (25%) sobre la reduccidén en la morbilidad infecciosa
gastrointestinal con unicamente incrementar la cantidad de agua domiciliaria. Otro
estudio de revision' analiza los trabajos relacionados con la asociacion existente
entre ciertas conductas especificas y 1a transmision de enteropatogenos, y sefala a
el lavado de manos como la conducta mas estudiada, investigaciones hospitalarias
sugieren que 1as infecciones entéricas pueden ser endémicas por la ausencia del
lavado de manos, de ahi que ciertas conductas especificas sean las responsables
de la transmisién de enteropatogenos, y el no lavado de manos es una de tales
conductas.

En contraste estan los resultados observados en un estudio previo”, el cual a pesar
de haber sido realizado en las mismas comunidades y de haberse utilizado los
mismos instrumentos de medicion referidos en esta investigacion, los grupos de
estudio no mostraron diferencias sociodemograficas. aun asi, su poblacion no es del
todo comparable con la nuestra, por referirse a un grupo homogéneo, muy
seleccionado de madres jGvenes con hijos menores de un ano de edad, donde por lo
menos el 80% de ellas eran amas de casa en comparacion con las mujeres de
nuestro estudio cuyo promedio de edad fue de 40 afos y solo el 30% de ellas se
dedicaba a las labores domesticas, situacion a la que se suman los diferentes
niveles de desarrollo socioecondomico que han presentado esas comunidades a lo

largo del tiempo Tambien llama la atencion que para los bajos niveles de
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escolandad, el modelo de regresion logistica arroje valores protectores de OR
estadisticamante significativos para adquirir el estado de portador, esto puede ser
reflejo de un probable sesgo de muestreo que condicione una muestra no
representativa det nivel de instruccion educativo real que prevalece en la poblacion
estudiada; asi, tenemos que en este trabajo 1a poblacién con primaria complela fue
del 24%, en tanto que en el Valle de México se reporta del 18% (INEGI, Xl censo
general de poblacion y vivienda, 1990), con relacion al porcentaje de analfabelas
este fue del 21% y 5.2% (INEGI, Xl censo general de poblacion y vivienda. 1990)
respectivamente.

Prevalecio el sexo femenino (por ser las personas que mas frecuentemente
demandan consulta medica) situacion que no afectd la validez de la investigacion,
por ser una variable que ademas de tener una distribucion homogénea en ambos

grupos, se hareportado™ * ** |a no asociacion entre sexo e infeccion amibiana.

9.3 Evolucion del estado de portador y no portador de E. histolytica/ E. dispar
durante el seguimiento:

Al evaluar la evolucion clinica de las cohortes (52 portadores asintomaticos y 53
testigos) pudimos constatar que mientras en el grupo de no portadores del
protozoario, prevalecio el estado de negatividad en el 99.8% del total de muestras a
lo largo del seguimiento, sin que se observara tendencia a adquirir y retener la £
histolytica/ E dispar o algun otro parasito En el grupo de casos la positividad se
observo en forma consistente durante el seguimiento. con tendencia a eliminar el

parasito espontaneamenle Ninguno de ellos presentd manifeslaciones de

49



enfermedad amibiana. Conviene hacer notar que la frecuencia de diarreas fue
semejante en ambas cohortes y en ninguno de estos episodios se identifico £
histolytica

Por otro lado, al comparar cada uno de los palrones de eliminacion de quistes de £
histolytica/E dispar en diferentes puntos de corte en el tiempo (6 y 12 meses) de
seguimiento, se identifico que el estado de portador presenta un comportamiento
dinamico en cuanto a la eliminacion de quistes, y si bien, la clasificacion es arbitraria,
no hay evidencia suficiente como para pensar de que se trata de grupos
independientes. Por lo que, para fines de este estudio, el grupo de casos se
considero como un todo. y solamente nos limitamos a describir tres patrones de
eliminacion de quistes

Actualmente se reconoce a la hipdtesis dualista como verdadera', por lo tanto, se
acepta que existen dos tipos diferentes de "portadores asintomaticos” los que
albergan y eliminan un microorganismo intrinsecamente inocuo y quienes estan
colonizados por un parasito “patégeno”. Con relacion a esto ultimo, hay controversia
acerca de la idea de que los portadores asintomaticos de E histolytica puedan
persislir durante meses sin desarroflar la enfermedad®, los que apoyan esta
afirmacion se refieren a diferentes grados de virulencia de la £ histolytica® ** % En
nuestro estudio, aparte de identificar £ dispar mediante PCR en el 54% (n=28) de
los sujetos, ninguno de los 52 hospederos estudiados desarrollo enfermedad
amibiana durante 18 meses de seguimiento. por lo que de haber estado presente la
E histolytica en los portadores, estos posiblemente hubieran presentado

manifestaciones de enfermedad Ademas conviene mencionar que en general |a



Infeccion por E. dispar es aproximadamente 10 veces mas comun que la E
histolytica', aunque en contrasentido estan los resultados de Acufa vy
colaboradores® quienes encontraron que la mayoria (56%) de los portadores del
protozoario albergaban las dos especies (E histolytica y E. dispar) y una alta
proporcion de sujetos (36%) eran portadores de E. histolytica, evidenciada por PCR.
No identificaron asociaciones entre E histolytica y E. dispar con diarrea u otras
enfermedades gastrontestinales, esta observacion es consistente con los hallazgos
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de estudios longitudinales proleclivos los cuales senalan que la enfermedad se

desarrolla en uno de 100 individuos quienes son diagnosticados como portadores

12

asintomaticos de E. histolytica / E. dispar por microscopia de luz'".

9.4 Estudio seroldgico

Otro aspecto que conviene considerar es el serodiagndstico, y para una correcta
interpretacion de este, es esencial recordar lo publicado previamente en el sentido
de que no todos los individuos que sufren amibiasis invasora formaran anticuerpos
anli-amibianos, i.e: del 10 al 40% de los individuos con colitis amibiana no producen
anticuerpos detectables'”, y no todos las personas seropositivas tienen el
antecedente de invasion por el protozoario®, la frecuencia de una invasion subclinica
permanece esencialmente desconocida; ademas, la persistencia de anticuerpos
antiamiba varia desde pocos meses hasta varios afos® * ¢

Las medianas de IgA sérica mostraron una diferencia estadisticamente significativa

entre casos y controles en la segunda medicion, correspondiente a los seis meses,

todas ellas se manluvieron por debajo del punto del punto de corte. por lo que tal
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diferencia carece de significancia clinica; en consecuencia, consideramos que los
niveles de IgA sérica fueron similares enire ambos grupos a lo largo de! tiempo. Con
relacion a los anticuerpos IgG anti -E histolytica las medianas fueron
estadisticamente diferentes entre casos y controles, esto sugiere tres posibilidades:
a) una infeccion previa por E. histolytica. b) colonizacion intestinal por las dos
especies (E. histolytica y E. dispar), c)la presencia de anticuerpos de reaccion
cruzada presumiblemente inducidos por infecciones con otros protozoarios, ejemplo:
Toxoplasma, Trypanosoma, y Leishmama™ ' ' o d) una respuesta inmune
especifica, inducida por E dispar. Trabajos publicados apoyan ala cuarta hipotesis
como la de mayor probabilidad de ser verdadera para explicar nuestros hallazgos,
i.e.. si consideramos los resultados de PCR realizados en una parte de nuestra
poblacion los cuales fueron positivos solo para £ dispar, asi como, |0 observado en
un estudio longitudinal previo en la misma comunidad” y lo reportado en otras
investigaciones, todas ellas basadas en portadores asintomaticos donde se ha
encontrado el predominio de E. dispar (se estima que la E. dispar es ~ 7 a 10 veces
mas frecuente que la E histolytica)*® ™ se apoyaria la sospecha de E. dispar como
la especie infectante en la muestra esludiada y. la respuesta inmune especifica
observada como el resuitado de la presencia constante del parasito en el intestino, lo
cual pudiera haber estimulado una respuesta inmune secretora que eventualmente
se reflejara a nivel sistémico, lo cual ha sido observado en otras infecciones
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intestinales parasitarias no invasoras'" Este mecanismo, junto con algunas
propiedades fisiologicas del colon involucradas en la respuesta inmune local o

sistemica. tales como la eficiente absorcion de macromoléculas, 1a presencia de
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células M de foliculos linfoides solitarios y las caracteristicas del microambiente,
donde la flora bacteriana puede producir grandes cantidades de proteasas''
aunado al hecho de que se ha observado (in vitro) que la E dispar tiene la
capacidad de producir aunque a nivel muy superficial erosién de la mucosa del
colon® pudieran explicar razonablemente la respuesta iInmunologica humoral durante
el estado de portador asintomalico de £ dispar

En cuanto a la actividad de los anticuerpos IgA en saliva anti-E histolytica, 10s
resultados tienen consistencia con lo publicado®™ y demuestra una vez mas, la
utilidad de esta prueba para dferenciar entre portadores y controles, sin que se
esperen diferencias entre infeccion y enfermedad, porque se ha demostrado que aun
sin invasion los antigenos microbianos pueden desencadenar una respuesta inmune
secretoria® %

Con relacion a la técnica ELISA utihzada en la determinacion serologica, se ha
documentado su no ulilidad para distinguir entre E. histolytica y E. dispar en
portadores asintomaticos en areas endémicas, tal como lo demuestra un estudio
epidemiologico realizado en Turquia'“, ellos utilizaron PCR colorimétrica para
identificar el tipo de especie infectante y ELISA (emplearon cepas axénicas de E.
histolytica y E. dispar para el serodiagnostico), sus hallazgos ponen de manifiesto
que la infeccion por £ dispar puede inducir anticuerpos séricos anti-E. histolytica, 1a
posibilidad de una reaccion cruzada, y la no utilidad de |a serologia para diferenciar
entre £ histolytica y E. dispar en los portadores asintomaticos de areas endéemicas;
s)n embargo. nuestros resultados de serologia permiten confirmar la diferencia como

hospederos de £ histolytica/E dispar entre portadores y controles



9.5 Antigenos HLA y el estado de portador asintomatico de E. histolytica/ E. dispar:

Si bien los estudios familiares son mas efectivos para establecer una asociacion
entre antigenos HLA-enfermedad, los estudios de base poblacional también resultan
ser de gran valor, siempre y cuando se limiten a un solo grupo étnico y a una misma
enfermedad' Y nuestra investigacion (de base poblacional) incluye pacientes del
mismo grupo étnico (mesttzos mexicanos), con la misma entidad nosolégica
(infeccion amibiana) y similitud en las condiciones socioeconomicas, lo cual
garantiza validez interna

Los resultados oblenidos no muestran diferencias estadisticamente significativas en
las frecuencias antigénicas y génicas, ni  asociaciones secundarias a un
desequilibrio de enlace entre casos y controles. Por lo tanto, podemos considerar
que aparentemente no existe un antigeno HLA especifico que sea capaz por si
mismo de conferir un estado de susceptibilidad o de proteccién a la infeccion
amibiana, pero si, un estado de resistencia al absceso hepatico amibiano, explicado
por la baja frecuencia de HLA-DR3 observada en nuestro estudio (9.6% en los casos
y 94% en los controles) versus 355% en adultos con absceso hepatico

amibiano®’ *

cabe mencionar que la frecuencia de DR3 en 33 sujetos con
rectocolitis amibiana fue del 91% “, lo anterior permite concluir que al menos en
mestizos mexicanos el HLA DR3 y su haplotipo HLADR3 y SCO1 pudieran
representar factores independientes de riesgo en el huésped, no para cualquier
forma de invasion amibiana, sino especificamente para el desarrollo de absceso

hepatico amibiano
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Existen tres posibilidades que explican la aparente no asociacion HLA-amibiasis
luminal" La primera se refiere a que dicha susceptibiidad permanezca sin
identificarse, esto como consecuencia de que los productos de los genes clase I
identificados mediante antisuero aloreactivo  -tradicionalmente usado en la
tipificacion de antigenos- actualmente no representa con exactitud la susceptibilidad
genetica, si tomamos en cuenta los recientes descubrimientos de variantes
polimorficas dentro de un mismo locus HLA, asi como el descubrimiento de series
adicionales de factores clase Il, tales como: DP, TAP, LMP (antigenos no tipificados
mediante serologia) con los cuales se especula hacia una fuerte asociacion HLA-
enfermedad. La segunda posibilidad radica en el hecho de que existen factores de
susceptibiidad asociados a genes localizados fuera del MHC e} gene Ehn,
encargado del control de la resistencia natural a la infeccion amibiana (en ratones)®
o la participacion del sistema interferon'®® que expliquen una susceptibilidad no
asociada al sistema HLA. Por lo antes sefalado, no puede descartarse una probable
asociacion con genes dentro o en vecindad al MHC en portadores asintomaticos de
E. histolytica/ E. dispar. Finalmente, debe considerarse una posible infeccién por E
dispar que pudiera explicar la aparente no diferencia genética entre los grupos de
estudio.

Por otra parte, se sabe que la tipificacion serologica de los antigenos HLA clase I
identifica alrededor de 14 moléculas de DRB y tres DQB; sin embargo, es incapaz
de identificar los subtipos importantes de ciertos alelos DRB1 y. usualmente
conduce a errores en la asignacion hasta en un 25% de los casos. particularmente

en los antigenos asociados con DR52. el cual agrupa a una famihia de alelos que
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comparten secuencias en la primera regién hipervariable del segundo exon (Horne
and Keown 1993). Si bien, lo anterior es cierto, conviene mencionar que las
frecuencias de los antigenos blanco obtenidas en nuestro estudio, resultaron ser
bajas y similares en ambos grupos, lo cual refleja, ademas de una baja incidencia de
homocigocidad, eficiencia y calidad de la técnica serologica utilizada™'  Es
necesario enfatizar que los avances en la tecnologia, particularmente en las técnicas
de DNA recombinante no excluyen a la tipificacion serologica y el no tomar ambas
técnicas como mutuamente excluyentes resultarda en investigaciones menos
costosas y con menor pérdida de tiempo'®'. Esto se comprueba con los resultados
obtenidos en este estudio, donde los antigenos HLA A2, B35 y DR4 fueron los que
mostraron las mayores frecuencias antigenicas, y aunque ninguno de ellos mostro
asociacién primaria o secundaria a desequilibrio de enlace. Con las cifras
observadas y el gran polimorfismo de B35'"' y de DR4” convendria realizar estudios
moleculares que descarten posibles diferencias en los subtipos de estos antigenos

entre casos y controles .
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1.

X. CONCLUSIONES

Los grupos de estudio presentan diferencias en dos de los factores sanitarios
(falta de agua potable intradomiciliaria, y ausencia del habito del lavado de
manos) considerados coma de riesgo para adquirir la infeccion parasitaria

El grupo de portadores difirio del de controles, no solo por la presencia o
ausencia del parasito, sino también, por poseer titulos mayores de anlicuerpos
igG e IgA secretoria anti-E histolytica

Consideramos que en los sujetos portadores prevalecié la E dispar, por las
siguientes razones: a) El 50% de los pacientes a los que se les identifico el tipo
de especie mostraron E. dispar . b) Et promedio de los niveles de anticuerpos
anti-E. histolytica no fueron muy elevados como para pensar en procesos
invasivos recientes, c) Ninguno de los sujetos infectados presentd evidencia de
enfermedad amibiana a lo largo de un afno de seguimiento.

Ninguna de las asociaciones HLA-estado de portador asintomético fue lo
suficientemente fuerte para hablar de susceptibilidad o resistencia; sin embargo,
resultaria interesante descartar posibles diferencias en los subtipos de los
antigenos HLA B35 y DR4, dada la frecuencia y el gran polimorfismo de estos

antigenos.
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5 Finalmente, y si bien, nuestros resullados parecen senalar a Ios habitos y
costumbres como responsables de las diferencias de la infeccion por o
protrozoario, todavia no podemos descartar en forma definitiva la no participacion
del complejo principal de histocompatibihidad. Por tal motivo se hacen necesarias
nuevas investigaciones, dentro del campo de la epidemiologia molecular con ef
proposito de aclarar si la infeccion asintomatica o la reluctancia a ser invadido
son debidos a propiedades intrinsecas de una especie especifica o a factores del

huésped
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CUADRO 1
DESCRIPCION SOCIODEMOGRAFICA DE LA POBLACION ESTUDIADA

PORTADORES CONTROLES OR (LC. 95%) p
CARACTERISTICAS N=52 n=53
o s —_ — . n S oom % T

EDAD X (D.S) 39.8 + 14.1 40.3 + 14.1 0.39 "
SENO FEMENINO 42 81 43 81 1.02 (0.4- 3.0) 0.96”
ESCOLARIDAD (primaria o menos) 29 55.8 30 56.6 0.97 (0.4-2.3) 0937
AMAS DE CASA 16 3i 19 36 0.80 (0.3-1.9) 0.58 ¢
MALAS CONDICIONES DE LA VIVIENDA 6 11.5 3 5.7 2.17 (0.5-11.8) 0.28'"
BAJO NVEL SOCIOECONOMICO 13 25 11 21 1.27 (0.5-3.5) 0.61%
MALA HIGIENE 33 64 26 49 0.80 (0.8-4.3) 0.14%

25 X 13 pha exacta de Frsher
e momue 1 C - Intervalos de contiansa DS = Desviacion estandar



Cuadro 2. Caracteristicas asociadas al estado de portador asintomatico
de E. histolytica/E. dispar

Variable

Agua potable
extradomiciliaria

No lavado de manos
después de ir al bano
Escolaridad:

nula

de 02 a 06 aitos

de 07 a 10 afios

Coeficiente

U

1.3358

1.4607

-0.9733
-1.5412

-2.1987

Error

estandar

0.6097

0.6888

0.71314
0.6417

0.7214

Wald
X 2

p

0.03

0.03

0.00

OR

3.80

4.30

0.38
0.21

0.1t

1.C. 95%

1.15-12.56

1.12 - 16.62

0.09-1.53
0.06 - 0.75

0.03 - 0.46

Resultado del andiisis de regresson logistica donde s¢ incluseron adennis las siguientes vanables: excrelas, ocupacion
habitos higiénicos de lias manos (antes de comer v antes de preparar ahimentos). alimentacion en via publica. e imgesta

de agua henvida



FIGURA 1.
EVOLUCION DEL ESTADO DE PORTADOR DE E. histolytica / E.dispar
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CUADRO 3

por

0.29

0.34

Numero de
episodios/
Meses-persona

15/624

18/624

**D L

1 0.02

INCIDENCIA DE DIARREAS DURANTE EL SEGUIMIENTO

RR=0.92
(1C 95% 0.60-1.43)
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Figura 2. Valores de anticuerpos lgA sérica anti-E. histolytica en
portadores y controles
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Figura 3. Valores de anticuerpos lgG anti-E. histolytica en
portadores y controles
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Figura 4. Valores de anticuerpos IgA en saliva anti-E. histolytica en
portadores y controles
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CUADRO 4
FRECUENCIA DE ANTIGENOS HLA CLASE 1, LOCUS A.
POR GRUPOS DE REACCION CRUZADA EN PORTADORES
Y NO PORTADORES DE E. histolytica / E. dispar

CASOS (n=52) CONTROLES (n=53)
Antigenos Frecuencia Frecueeia Frecuencia Frecuencia
. anugémca  genica  anigemica  pénica
A2 596 36.4 385 35.6
A28 327 ] 26.4 14.2
Al90O 308 16.8 358 19.9
A9 © 288 15.6 226 12
A3 173 9.1 37 3
Al 13 6 13 6
AlD o 19 0.95 94 5
All 0 0 13 6
A-BCO 19.2 10 17 9

Las frecuencias antigénicas y génicas se expresan en porcentaje
A-BCO signihica alelo no detectado

O A= A29+ A31 + A32 ¢ AJ3 ¢ A74

DAY =A23+A24

¢ A10 = A25« A26



CUADRO S
FRECUENCIA DE ANTIGENOS HILA CLASE |, LOCUS B.
POR GRUPOS DE REACCION CRUZADA EN PORTADORES
Y NO PORTADORES DE £, histolytica/’E. dispar

CASOS (n=52) CONTROLES (n=53)
Antigenos  Frecuencia Frecuencia Frecuencia Frecuencia
antigenica - peénica antigénica genica

B33 27 18 245 13.1
B15 ™ 08 16.8 17 9
B16™ 288 15.6 433 26
B> 209 14.8 17 9
Bl4 [ 89 19 0.96
B12 96 49 151 79
B40 96 49 I3 S8
B7 717 39 73 38
BIS hR ] 29 13 S8
B21 " 38 2.9 R 1Yy
B48 AR 29 94 S
BI7™ 3 ¥ 1.9 19 0.96
B27 RR 1.9 | 9 0.96
B70 iR 1.9 | 9 0.96
B N 1.9 37 29
B37 1Y 0.95 0 0
B4l 0 0 o 0.96
B33 0 0 N 1.9
B35 0 0 9 0.96
Bsé 0 0 1Y 0.96

B-BCO 06 4.9 I3 58

Las frecuencias anhiganicas y gernicas s eapiesan en poicentae
B-BCO significa alelo no detectado

" BY5 = 862« BTS

PRYG = BiE . B30

s 841 » BS2

Bd44 ¢ a5




CUADRO 6
FRECUENCIA DE ANTIGENOS HLA CLASE Il, POR
GRUPOS DE REACCION CRUZADA EN PORTADORES Y
NO PORTADORES DE E. histolytica/E. dispar.

CASOS n=52 CONTROLESn=53

Antigenos Frecuencia Frecuencia Frecuencia Frecuencia
_ antigémica génica anugémca  pémea

DR4 462 26.7 623 38.6
DR3 383 21.6 245 13.1
DRo 250 134 321 17.6
DR5 @ 231 12.3 189 9.9
DRI 192 10 73 3.8
DR2 @ 173 9.1 17 9
DR7 I35 7 G4 5
DR3 « 96 4.9 94 S
DR10 (I 0.98 1o 0.96
DR9 19 0.95 132 6.8
DR-BCO KR 1.9 37 29
DQ3 ¢ 923 723 06 2 80.5
DQI @ 442 253 338 20
DQ4 308 16.8 3002 16.5
DQ2 231 12.3 X 9.9
DQ-BCO 77 39 17 9

Las frecuencias antigenicas y Jenicas se expresan en porcentaje
DR-BCO y DQ-BCO significa ausencia de alelos cnrrespandientes
{11 DR6 = DR13 +» CR14

(21 DRS = DR11 « DR




CUADRO 7
FRECUENCIAS ANTIGENICAS DEL LOCUS A, ENTRE PORTADORES Y

Casos (n=52)

__NOPORTADORES DE E_histolytica . E. dispar

Controles (n=53)

____Antigenos n Yo n Yo p* pC
Al * 59.6 3 58.5 | NS
AN 17 327 14 26.4 048 NS
A2 10 19.2 v 17 070 NS
A3 4 17.3 3 8.7 006 NS
Al 6 1.5 6 1.3 | NS
A20 5 9.6 2 38 27 NS
A23 4 1.7 0 0 087 NS
Al 4 717 7 13.2 436 NS
A3 3 5.8 0 0 012 NS
A0 2 38 8 15.1 009 NS
A4 1 1.9 0 0 04y NS
Al9 1 1.9 ] 1.9 | NS
AY 1 1.9 3 s.7 062 NS
Ale ] 1.9 4 15 018 NS
A3 0 0 | 1.9 ] NS
All 0 0 6 1.3 003 NS
A32 0 0 1 1.9 ! NS

10 19.2 9 17 076 NS

ST o prucha exacta de Fisher poorregida

pmifica alelo no detectado




CUADRO X

FRECUENCIANS ANTIGENICAS DEL LOCUS B ENTRE PORTADORES

__Antigenos
B3
Bo?
1330
B3t
B4
B7
BIX
B4
B4N
B34v
Bs2
B6O
B27
B
Bs
B70
BN
Bl2
Bl
Blo
B17
B37
340
B43
B37
Bo1
B73
B2I
B41
B0
B33
B33
RB3n
135§
BBCO

nt

Y NO PORTADORES DF

Casos (n=52)

n
17
14
12

"‘u
3

26.9
231
17.3
11.5
7.7
58
S8
5.8
58
S8
58
38
38
38
38
AR\]
1.9
1.9
1.9
1.9
1.9
1.9
1.9
LY
1.9

L histolytica / E, dispar

_—('-(-)nlrol(-s (n=583)

A p*
264 04y
15.1 014
32.1 030
9.4 024
1.9 003
75 |
1.3 49
13.2 0232
9.4 07
0 02
7.5 10
5.8 |
1.9 062
7 10
0 0
1.9 062
58 |
0 049
1.9 i
7.8 () 36
0 044
0 049
38 10
1.9 |
0 049
1.9 |
0 04y
1.9 |
1.9 |
1.9 |
38 049
1.9 |
1.9 |
1.9 |
1.3 78

pC
NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS
\ S
NS
NS
NN
AN
NS
NS
NS
NN
NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS
\S
NS
NS
NS
NS



CUADRO Y
FRECUENCIAS ANTIGENICAS DE LOS LOCUS DR y DQ ENTRE PORTADORES
Y NO PORTADORES DE E. histolytica + L. dispar

Casos (n=52) Controles (n=53)

Antigenos n % n Vo P pe
DR32 37 7.2 43 81.1 23 NS
DRI 36 69.2 4 774 0 34 NS
DR 24 46.2 R 62.3 ulo NS
DRY 20 38.8 13 24.5 02 NS
DR 10 19.2 4 7.5 0 R NS
DR13 1o 19.2 [ 28.3 128 NS
DR7 7 135 3 9.4 032 NS
DRI 7 13.5 s 9.4 032 NS
DRI 0O (AN R S8 a2 NS
DR g 5.8 ¢ 0 iz NS
DRI17 3 58 3 9.4 ni2 NS
DRI 3 58 2 3.8 thny NS
DR 2 38 ] 0 024 NS
DR12 2 38 Al 9.4 144 NS
DR 16 2 3.8 4 1.3 0 68 NS
DR | 1.9 7 13.2 06 NS
DR 1O | 1.9 | 1.9 l NS
DR2 | 1.9 2 38 | NS
DR-BCO 2 3.8 3 a8 006N NS
DQ7? 20 0 KN 66 0l NS
DO 16 30.8 16 30.2 | NS
BION 16 RITKS 7 13.2 003 NS
DOX 14 209 12 220 0ol NS
nQ! 12 RN 10 18.9 i pi NS
Do h LS i 08 0l NS
D) 4 T N R oA NS
DOv 4 . 2 8 044 NS

O-BEO 4 - ; 1 |3 NS



ANTIGENOS

T
N

FRECUENCIAS AN TTGENTCAS HEA CLASE NI

CUADRO 10

CANOS (n=5))

of

n T
17 |
87 S
ltvd I
bt |

18

N
XN N
| ' N

1ueba exacta Je Fishe

KK

ut

CONTROLES (n-51)

Jen)



. Autigenos
IR
Fol
FOAT

FCHL

NO PORTADORES DE /-, histolytica E. dispar

CLADRO 11
FRECUENCIAS DE COMPLOTIPOS ENTRIE

Casos (n=52)

dadraga o
]

f

1.9
1.9

et evacta

Controles (n=583)
fY

1¢ Fraher

PORTADOREN Y

047

0
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