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RESUMEN
INTRODUCCION

La amibiasis continua siendo uno de los problemas de salud prioritarios en
nuestro pais, cuyo principal reservorio es el hombre, definida de acuerdo a la OMS se
considera amibiasis a la presencia de E.histolytica en el huésped humano ya sea de
manera asintomatica como en el caso de los portadores sanos ¢ sintomdtica como en la
amibiasis intestinal invasora o el absceso hepdtico amibiano, el cual es la forma mas
frecuente de amibiasis invasora. Cualquiera que sea su presentacion, es posible detectar
titulos de anticuerpos anti-Entamoeba histolytica, principalmente a nivel sérico, sin
embargo, al parecer no existe una correlacion entre los titulos altos de anticuerpos y la
gravedad de la enfermedad amibiana, estos se han detectado en fases tempranas de la
enfermedad invasora y persisten ain después de la curacion, cuando la infeccion por

Entamoeba histolytica ha sido controlada.

OBJETIVO:

Determinar si existe correlacion entre la persistencia de titulos altos de
anticuerpos séricos IgG o IgAs, secretora en saliva en individuos con antecedentes de
absceso hepatico amibiano (AHA), y la presencia de reinfeccion o repeticion de un

proceso invasor.

MATERIAL Y METODOS:

El estudio se inici6 con una poblacion integrada por 18 pacientes con diagnéstico
de AHA, después de participar durante los primeros 18 meses, por razones personales 9
abandonan el estudio. Al resto de los pacientes se les continué el seguimiento entre 3 y 6
afios después de su reclutamiento. El seguimiento consistio en un estudio clinico
periodico durante el cual se les tomaron muestras de sangre, saliva y materia fecal ésta
tltima en serie de 3. Las muestras de heces fueron analizadas mediante examen

coproparasitoscopico directo (CPSCD) y por concentracion (CPSC); el suero y la saliva



se analizaron para determinar la presencia de anticuerpos anti-amibianos por medio de la

técnica de ELISA.

RESULTADOS:

De los 18 pacientes estudiados (15) correspondieron al sexo masculino y (3) al
sexo femenino con un promedio de edad de 36 afos (+ 1 afio) 2 de los pacientes
estudiados con AHA se siguieron durante 2 afios durante 3 afios; 3 durante cinco afios y
2 durante seis anos. El examen coproparasitoscopico resultdé ser positivo para
E.histolytico / E.~dispar en el 5% de los pacientes inicialmente incluidos en el estudio y
negativo en el 100% de los individuos muestreados durante el seguimiento después del
tratamiento. Los resultados de la determinacion de anticuerpos séricos y secretores
muestran que hasta los 12 meses los niveles de anticuerpos en ambos compartimientos
permanecen por arriba de la linea de corte establecida para la prueba (0.5) en mas del
88% de los individuos estudiados la cual se calculd con la media de la D.O. obtenida en
el suero y saliva de controles no infectados mas dos desviaciones estandar. Aquellos
individuos que llegaron a los 3 afios (2 ), 5 (3) y 6 afios (2) se observd que sus niveles
séricos y secretores disminuyeron considerablemente manteniéndose siempre por abajo
de la linea de corte. Cabe mencionar que uno de los pacientes fué ingresado al estudio
después de haber tenido dos abscesos hepaticos documentados 2 afios antes de su

inclusion en el estudio.

CONCLUSION:

Se desconoce hasta hoy si en el hombre los anticuerpos anti-amibianos en
individuos que previamente se hayan expuesto o desarrollado una enfermedad invasora
por E.histolytica tienen un papel protector. Se ha mencionado que dichos anticuerpos
persisten elevados por mas de 10 afios después de la curacion.

De acuerdo a nuestros resultados podemos mencionar que los niveles de
anticuerpos circulantes en nuestro estudio, encontramos que al parecer los niveles de
anticuerpos antiamibianos, disminuyen con el tiempo y por otro lado no parece haber
correlacion entre los niveles séricos de IgG y los niveles de IgA secretora en la saliva de

estos individuos.



Por otro lado, los resultados en cuanto al seguimiento a traves del muestreo de
heces para su andlisis microscopico sugieren de alguna manera un fenomeno de
resistencia a la infecion ya que después del tratamiento no se detectaron nueveos periodos
de infeccion a pesar de que en la mayoria de los casos, su entorno y sus habitos
higiénicos y alimenticios no variaron de manera substancial.

Sin embargo, seria necesario tener los datos de infeccion por
E.histolytica/E.dispar en la poblacion incluida como control, quienes claramente

mostraron niveles de IgG e [gAs antiamibianos por abajo de la linea de corte.



ABSTRACT

BACKGROUND

Amoebiasis is still one of the priority health problems wordwide, man is the
major host of this parasitosis, according to the WHO, amoebiasis is considered as the
presence of E.histolytic in the human host, either asymptomatically as in the case of
healthy subjects or symptomatically as in invasive amoebiasis or amoebic liver abscess,
which is the most common high invasive form of amoebiasis. Whatever is its
presentation, it is possible to detect high anti E.histolytic antibody levels specially at
serum level, however there is no relation between antibody titers and seriousness of
amoebiasis disease have been detected at early stages of the invasive disease and they

persist after healing, when infection by E.histolytica has been controlled.

OBJETIVE

The objetive of the present work, was to determine the relation between the
persistence of high serum antibody levels of IgG or secretory IgAs in saliva, of
individuals with record from amoebic liver abscess and the presence of re-infection or an

invasive relapse process.

MATERIAL AND METHODS

18 subjects with amoebic liver abscess (ALA) were analyzed during the first 12
months. Due to personal reasons 9 patients abandoned the trial. The rest of the patients
were followed between 3 and 6 years after recruitment. Follow-up consisted of a
periodical and clinical study were blood, saliva samples and feces samples were
obtained, these last in a 3-times series. Feces samples were analyzed by direct
microscopic examination and by concentration with zinc sulphate gradient. Serum and
salival were analyzed to determine the presene of antiamoebic antibody livels through
ELISA technique.
RESULTS

Of the 18 studied patients 15 were men and 3 were women, mean age was 36

years (+ 1 year), 1 of the studied patients with ALA were followed during 2 years; 2



during 3 years; 4 over 5 years and 2 over 6 years. The microscopic examination was
positive for E.hystolitica/E.dispar in the 5% of the patients admitted in this study and all
were negative after treatment during the entired follow-up. Results of serum and
secretory antibody determination demonstrated that until the twelveth month antibody
levels remained high over the cut off line (D.O 0.555) in more than 88% of studied
individuals. This was calculated with the mean of O.D. values in serum and saliva from
non-infected controls plus two standard deviations. Individuals were followed during 3
years (2), 5(3) and 6 years (2). It was observed that the secretory and serum antibody
levels decreased considerably after 36 months of follow-up.

CONCLUSION:

[t is not know if high antiamoebic antibodies in individuals with antecedents of
invasive amoebiasis are protective or not.

According to our results, we found out that antiamoebic antibody levels
decreased after aproximately 24 months after healing. On the other hand, there is no
relation between serum IgG and secretory IgAs in saliva samples.

The present results suggest a phenomenom of infection resistance, since after
treatment new infection periods were not detected, in spite that nourishing and sanitary
habits do not changed substantially. However, we have to remarke that infection events
in the control group where also abscents. More studies in this direction are necessary to

clarify the role of antibodies in the immune response in amoebiasis.



ANTECEDENTES

Fedor Losch, fue el primero en describir la presencia de la movilidad de
trofozoitos de un microorganismo al que llamé "Amoeba coli” en las heces de
trabajadores con disenteria, en la Ciudad de San Petersburgo en 1875 (1). Posteriormente
demostr6 la patogenicidad de las amibas al provocar la enfermedad en un perro
alimentado con materia fecal disentérica (2). Durante los siguientes 16 aflos, otros autores
confirmaron las observaciones de Losch, como Kartulis, en Egipto en 1886, quién
establecio el papel de la amiba como causa de lesiones intestinales y hepaticas en sujetos
con diarrea. Posteriormente Walker y Sellards disiparon toda duda acerca de la
patogenicidad de la Entamoeba histolytica (E.histolytica) con sus detallados estudios en

Filipinas en 1913.

La historia de la amibiasis se ha destacado por una serie de epidemias bien

estudiadas, como la de Chicago en 1933 (3) y la de Indiana en 1950 (4).

Schaudinn en 1903, reservd el nombre de Entamoeba coli, para la especie no
patogena, que albergan individuos asintomaticos e introduce el nombre de Entamoeba

histolytica para la amiba productora de disenteria (5).

Sin lugar a duda el hombre es el reservorio mas importante de Entamoeba
histolytica; en donde los portadores de cepas virulentas y los pacientes con diferentes
formas clinicas de amibiasis son la principal fuente de infeccion. La amibiasis es un
ejemplo de lo que se ha definido como "Patologia de la pobreza" (6), incluyéndose la
desnutricion, los malos habitos de higiene, la utilizacion de agua no potable para el
consumo humano y el riego de hortalizas con aguas negras. Ademas de coexistir factores
de riesgo tales como la edad, sexo, estado nutricional y el alcoholismo, que pueden en un

momento dado favorecer la persistencia del agente dentro del huésped.



Durante mucho tiempo se mantuvo en duda si una amiba que origina una
infeccion asintomadtica, pudiera ser una especie totalmente diferente y permanecer
simplemente como comensal en el intestino del huésped. Siendo hasta 1925, cuando
Brumpt establecio la existencia de dos grupos de amibas totalmente distintas y propuso la
subdivisién de la especie Entamoeba histolytica en dos grupos uno al que denomind
Entamoeba dispar (forma no patogena) y otra E.disenteriae para la amiba causante de
enfermedad (forma patogena) (7). Peter Sargeunt en 1978, compar6 mas de 6000 aislados
del parasito, haciendo historia clinica y serolégica de cada uno de los individuos
infectados, encontrando que en un porcentaje muy alto de los casos, el perfil
isoenzimatico de las amibas patogenas estaba asociado con infeccién sintomatica y el
perfil isoenzimatico de las amibas aisladas de portadores asintomaticos permitia
diferenciales como un grupo aparte, motivo por el cual Sargeunt retoma las ideas de
Brumpt, acerca de los dos diferentes tipos de amibas, y denomina Entamoeba dispar a

las formas no invasoras y Entamoeba disenteriae para las formas invasoras del parasito

(8).

Actualmente, después de una serie de estudios bioquimicos y genéticos no queda
duda acerca de la existencia de dos amibas morfolégicamente indistinguibles, una capaz
de producir dafios tisular y enfermedad (E.histolytica) y otra forma inocua incapaz de

producir enfermedad (E.dispar) (9,10).

A partir de 1997 en que se reuni6 un comité de expertos auspiciado por la OMS se
decidié que la presencia de quistes tetranucleados con diametro aproximado 20um en las
heces en un examen coproparasitoscopico debia reportarse como quistes de

E.histolytica/E.dispar ya que a ese nivel no se pueden diferenciar ambas especies (11).

La amibiasis es la segunda causa de muerte después de la malaria, debido a
infecciones parasitarias a nivel mundial, calculandose que alrededor de 500 millones de
individuos estan infectados por E.histolytica/E.dispar, el 10% tiene alguna forma de

amibiasis invasora y el 1% muere por esta enfermedad (12); en México, la relacion
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podria ser de alrededor de un paciente con amibiasis invasora por cada cinco portadores
sanos (13).

Sin embargo, no fue sino hasta los afios 70s en que Diamond (1978) (14) logrod
cultivar axénicamente a las amibas, obtenidas de individuos infectados que se pudieron
realizar estudios de deteccion de anticuerpos en el suero de pacientes con formas
invasoras de amibiasis (intestinal o hepatica), encontrando que los titulos de anticuerpos
dirigidos contra el pardsito estaban particularmente elevados a partir de las primeras
semanas de iniciada la enfermedad. En un principio los antigenos amibianos utilizados
para la deteccion de anticuerpos fueron extractos crudos preparados de manera muy
diversa por los diferentes laboratorios, asi como las técnicas inmunologicas utilizadas
para la deteccion de anticuerpos (15). Por otro lado, se demostrdé que la presencia de
anticuerpos circulantes solo se daba cuando existia un fenémeno invasor como en la
amibiasis invasora intestinal o el absceso hepatico amibiano.

Ha quedado de hecho préacticamente establecido que solo las infecciones por
E.histolytica son capaces de inducir una respuesta de anticuerpos circulantes (Abd Alla.
1995). Sin embargo, existen datos que demuestran en zonas con alta endemicidad de
E.histolytica/E.dispar que la infeccion por E.dispar la cual es asintomatica, también
induce la formacién de anticuerpos antiamibianos circulantes aunque en general los
niveles de tales anticuerpos no suelen ser tan elevados como en los procesos invasores
ocasionados por E.histolytica (17).

Durante varias décadas fue muy complicado el andlisis comparativo de los
resultados de estudios serologicos en la amibiasis especialmente los estudios
seroepidemioldgicos ya que se utilizaron para ellos diferentes preparados antigénicos y
diferentes técnicas inmunologicas en su elaboracion.,

Los primeros resultados dejaron claro que no existia correlacion entre titulos de
anticuerpos antiamibianos y la gravedad de la enfermedad invasora en el humano, al
contrario de lo que suele suceder en la infeccion experimental en modelos animales. Por
otro lado, los titulos altos de anticuerpos aparecen tampranamente durante la enfermedad
y persisten por mucho tiempo después de la curacion (meses o afios), muy probablemente
debido a exposiciones subsecuentes al parasito o a la persistencia de antigeno en el

sistema reticulo endotelial del huésped (18).



Actualmente éstas dificultades han sido abordadas por diferentes grupos
intentando ofrecer alternativas para la elaboracion de pruebas diagndsticas que permitan
la deteccion de casos nuevos de amibiasis invasora en areas endémicas, utilizando para
ello la técnica de ELISA con antigenos recombinantes de Entamoeba histolytica 6
espécificos reconocidos por anticuerpos antiamibianos solo durante la fase aguda de la
enfermedad invasora y que dejan de ser reconocidas antes de 6 meses después del inicio
de la enfermedad (19) lo cual ofrece grandes ventajas para su utilizacién en estudios
epidemiologicos.

Por otro lado, més recientemente se ha visto que en la infeccion asintomatica
(portadores sanos) so6lo una proporcion baja de individuos producen anticuerpos
circulantes, sin embargo la mayoria, alrededor del 70% tienen anticuerpos secretores
(IgAs) inducidos a nivel intestinal, los cuales pueden ser detectados en la saliva de estos
individuos asi mismo los pacientes con amibiasis invasora intestinal o absceso hepatico
amibiano también tienen niveles altos de anticuerpos IgAs secretores y contrariamente a
lo que se suponia estos anticuerpos pueden también persistir durante largos periodos
después de la curacion. Hasta el momento no sabemos el papel que estos anticuerpos
secretores tengan en la resistencia hacia la reinfeccion o en el mantenimiento del estado
de portador 6 en la eliminacion espontanea del parésito.

Es por ello que en el presente trabajo hemos querido reclutar un grupo de
pacientes con absceso hepdtico amibiano, a quienes hemos seguido durante un periodo
que va desde los 12 meses hasta los 6 afos, durante los cuales se ha estudiado la
evolucion de su respuesta de anticuerpos antiamibianos circulantes y anticuerpos
antiamibianos secretores asi como la deteccion de la presencia del pardsito
E.histolytica/E.dispar en las heces, con el objeto de poder correlacionar sus niveles de

anticuerpos con el fenomeno de reinfeccion durante el tiempo de observacion.



JUSTIFICACION:

Debido a la importancia que sigue teniendo el absceso hepético amibiano en
nuestro pais, hemos querido contribuir con el estudio de la respuesta de anticuerpos tanto
a nivel intestinal como a nivel sistémico inducida por la infeccion por E.histolytica
llevando a cabo un estudio longitudinal con el objeto de relacionar el comportamiento de
la respuesta de anticuerpos y la posible reinfeccion o la reincidencia de un cuadro

invasor.

OBJETIVO GENERAL:

Estudiar el comportamieno de la respuesta de anticuerpos séricos y secretores en
pacientes con absceso hepatico amibiano, en un estudio de seguimiento durante 1 a 6

afios después del diagnéstico de la enfermedad y su relacion con una posible reinfeccion.

OBJETIVOS PARTICULARES:

1) Conjuntar un grupo de pacientes con absceso hepatico amibiano después de
otorgar un concentimiento informado.

2) Realizar un seguimiento clinico y parasitolégico a través de por lo menos 12
meses después del inicio de la enfermedad.

3) Detectar anticuerpos séricos y secretores antiamibianos por medio de la
técnica de ELISA con una periodicidad de 6 meses.

4) Hacer una correlacion entre la presencia de niveles altos de anticuerpos
séricos o secretores con la presencia de quistes de E.histolytica/E.dispar en el

examen coproparasitoscopico.
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MATERIAL Y METODOS:

Se estudiaron 18 pacientes con diagndstico de absceso hepatico amibiano
confirmado clinica y sonograficamente en el Hospital Regional 1° de Octtubre del
Instituto de Seguridad y Servicios Sociales de los Trabajadores del Estado (ISSSTE).
Para su inclusion en el estudio se les informé sobre el protocolo de investigacion y se

pidi6 su colaboracion para participar durante al menos 12 meses de seguimiento.

SEGUIMIENTO:

Durante el seguimiento fuera del hospital se les citd periddicamente para la
obtencion de muestras fecales y saliva aproximadamente cada tres meses y para la
obtencion de suero cada seis meses, durante la entrevista se interrogaron para investigar
la presencia de diarreas y sintomas compatibles con una la reactivacion del absceso
hepatico o el desarrollo de un nuevo cuadro invasor. Al cabo de 12 meses algunos de los
pacientes se retiraron voluntariamente del estudio (5) o fueran excluidos por cambio de
domicilio fuera del Distrito Federal (4) quedando nueve pacientes los cuales fueron
citados telefonicamente para acudir al servicio de urgencias adultos del Hospital Regional
1° de Octubre del ISSSTE, a quienes se les habia solicitado llevar consigo 3 muestras de
materia fecal; ademds de la correspondiente toma de muestras sanguineas (5 ml) y
colecion de saliva (5 ml); para posteriormente ser sometidos a exploracion fisica y un
cuestionario de sus habitos higiénico-dietéticos; todo ello supervisado por un médico

residente de 4° afio del servicio de medicina interna y una enfermera general.

CRITERIOS DE INCLUSION:
Pacientes con diagnéstico clinico y sonografico de absceso hepatico amibiano,
con titulos altos de anticurpos IgG e IgA antiamibianos detectados por ELISA y respuesta

rapida al tratamiento con anti-amibianos tisulares.
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PROCEDIMIENTOS DE LABORATORIO:
Tratamiento de las muestras de saliva:

La saliva de los individuos se colectd en tubos conicos de 5 ml, la cual
posteriormente se centrifugé a 14,000 rpm, durante 30 min. a 4°C, mientras que los
sobrenadantes se colectaron en alicuotas que se mantuvieron a -70°C hasta el dia de su

utilizacion (20).

Tratamiento de la sangre:
El suero se obtuvo por los métodos convencionales a partir de 5 ml de sangre

venosa de los individuos en estudio.

Tratamiento de las heces:

Coproparasitoscopico directo (CPSCD) y por concentracion (CPSC). A cada
pacientes se le solicitaron tres muestras de heces para la realizacion del examen
microscopico con tincién de Iodo y el CPSC en gradiente de sulfato de zinc para detectar

la presencia de quistes de E.histolytica/ E. dispar (21) .

Descripcion de la técnica para CPSCD:

En un portaobjetos de 75 mm X 25 mm, se colocé una gota de lugor
parasitologico y tomando una muestra de 1 a 2 grs de heces con un aplicador de madera
se mezclé haciendo una suspension homogénea; con el mismo aplicador fueron retiradas
las fibras de fragmentos gruesos; posteriormente se colocé un cubre objeto de 22 mm X
22 mm y con la ayuda de un microscopio compuesto (ZEISS de México) se observé con

los objetivos de 10 y 40X.

Descripcion de la téenica para coproparasitoscopico por concentracion (CPSC):

Se hizo una suspension homogénea con 1 a 4 grs de materia fecal y 10 ml de agua
destilada, la cual se pasé a través de una gasa, colocada sobre un embudo; colectando la
suspension directamente sobre un tubo de ensayo (13 mm X 10 mm), centrifugandose a

una velocidad de 850 rpm, durante un minuto, en una centrifuga (Beckman modelo Tj-



6R, USA), el sobrenadante fue decantado y el sedimiento se suspendié en agua; la
centrifugacion se repitid hasta obtener un sobrenadante claro; siendo posteriomente
agregados 3 ml de solucion de sulfato de zinc (MERK, México S.A), con una densidad de
1.180° Baumé, se homogenizé y se llenaron los tubos hasta 0.5 cm por debajo de los
bordes y se centrifugé a una velocidad de 850 rpm durante un minuto. Con una asa
nicromo (3 mm de didmetro) flameada, se recogi6 la muestra de la pelicula del menisco
en dos o tres ocasiones sucesivas depositandola en un portaobjetos (75 mm X 25 mm), se
agregd una gota de lugol parasitolégico homogeneizando con el aplicador, después se
tomo un cubreobjetos el cual fue colocado sobre la preparacion; haciéndo la observacion

en un microscopio compuesto (ZEISS, de México) utilizando los objetivos de 10 X 40 X.

DETECCION DE ANTICUERPOS ANTIAMIBIANOS:

Para la deteccion de anticuerpos antiamibianos en muestras de saliva y suero de
los individuos en estudio se utiliz6 la técnica inmunoenzimatica de ELISA (22). Esta fue
realizada utilizando anticuerpos anti-IgA e IgG humana acoplados a la enzima peroxidasa
producidos en cabra (Zymed laboratories Sn Fco. CA, USA).

La deteccion de anticuerpos anti-E.histolytica se realizé en muestras de saliva y
suero de los individuos incluidos en el estudio.

Para la realizacion de esta técnica se emplearon tiras con 12 pozos removibles
para microtitulacion, a los cuales se acoplaron 1 pg de antigeno insoluble de amiba por
pozo suspendido en solucién amortiguadora de carbonatos 0.01 M pH 9.6, colocando 50
ul por pozo de esta suspension. Se secaron a 37°C por 2:30 hrs. En el momento de su
utilizacion los pozos se hidrataron lavandose una vez con una solucion de fosfatos (PBS)
0.02 M pH 7.2 a la que se le afiadié 0.5% de Tween 20 (Sigma Chemical Co, St. Louis
Mo. USA) este procedimiento de lavado se utilizé durante todo el ensayo.

Posteriormente los pozos se bloquearon con PBS-Leche semidescremada al 5%
(Svelty Nestlé de México S.A. de C.V.), incubando toda la noche a 4°C. A continuacion y
previo lavado de los pozos, se adicionaron 50ul de la muestra y se incubaron durante una
hora en agitacion suave y a temperatura ambiente, los pozos se lavaron y se afiadieron

con 50 pl de los anticuerpos conjugados a peroxidasa anti-IgG o anti-I[gA humanos
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(ZYMED Laboratories CA, USA) a una dilucién de 1:1000 en PBS-BSA-Tween (0.5%)
para incubar nuevamente durante 60 minutos. Dichos anticuerpos se utilizaron a las
diluciones que previamente habian dado lecturas de D.O. a 490 nm similares a cuando se
probaron con concentraciones iguales de las inmunoglobulinas respectivamente. Por
ultimo se afiadieron 50 pl del sustrato 10 ml de solucién amortiguadora e citratos 0.1 M
pH 4.5, adicionada de 10 mg de O-fenilendiamina y 4 pul de H,0, al 30% (MERCK de
México), la reaccion se dejo transcurrir hasta observar la aparicion de color y se par6
despues de 2 minutos afiadiendo 200 pl H, SO4 IM (MERCK de México) por pozo. Las
tiras se leyeron en un analizador de ELISA a una longitud de onda de 490 nm

(Biokinetics Reader-Biotek Instruments).

DETECCION DE ANTICUERPOS EN SALIVA:

Para la deteccidon de anticuerpos IgAs antiamibianos en las muestras de saliva,
hubo necesidad de cuantificar previamente la IgA total en cada muestra, con el objeto de
estandarizarlas a una misma concentracion de IgA. La cantidad total seleccionada fue de
50pg/ml para cada muestra.

Los anticuerpos antiamibianos fueron detectados por la técnica de ELISA, usando
como antigeno un extracto de E.histolytica HM1:IMSS. Para revelar la reaccion Ag-Ac
se utilizaron 50 pl de la dilucion del anticuerpo conjugado a peroxidasa (anti-IgA
humana); posteriormente se agregaron 50 pl por pozo de una solucion de O-
fenilendiamina (1 mg/ml) en un amortiguador de citratos (0.1 M pH 4.5) la reaccion se
detuvo después de 2 minutos con H, SO4 1M. La densidad optica (DO) fue leida en un
microlector de ELISA a 490 nm.

RECURSOS HUMANOS:
En el trabajo participaron un médico residente de 4° afio del servicio de medicina
interna, una enfermera general del servicio de urgencias adultos, dos coordinadoras de

tesis, personal de laboratorio clinico y demas personal administrativo.



RECURSOS MATERIALES:

El material de trabajo consté de computadora, hojas de papel, tubos cénicos para
colectar saliva, tubos de vidrio para muestras de sangre, frascos de cristal para la colecta
de materia fecal, una centrifuga (Beckman modelo Tj-6R, USA), un microscopio
compuesto (ZEISS de México), cubreobjetos, portaobjetos, tiras de 12 pozos removibles
para microtitulacion, pipetas, micropipetas, reactivos quimicos para estudios de

laboratorio ademas de un microlector de ELISA (Blokinetic Reader-Biotek Instruments).
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RESULTADOS:
Caracteristicas de los grupos estudiados:

La descripcion de las caracteristicas sociodemograficas de los grupos control y de
pacientes con absceso hepatico amibiano se muestran en la tabla 1, en donde se puede
observar la semejanza en la distribucion de la mayoria de las variables estudiadas, el
analisis estadistico no mostré diferencias significativas, a excepcion de la variable

relacionada con los habitos higiénicos.

SEGUIMIENTO:

Durante la primera fase del estudio los grupos estudiados se siguieron durante 12
meses, hasta este punto se considero logrado en el 100% de los casos tomando en cuenta
que se obtuvieron al menos una muestra de heces cada tres meses en cuanto al suero se
obtuvo en el 72.7% y las muestas de saliva en el 99.6%.

Después de los 12 meses que fué el periodo comprometido de estudio con los
voluntarios el 50% abandonavan el estudio por diversas razones, sin embargo, nueve
individuos aceptaron continuar con el estudio, por espacio de 12 meses mas, a los 36
meses se pudieran estudiar 2 individuos, 3 completaron un ciclo de seguimiento de 60

meses y dos de 72 meses.

ANALISIS COPROPARASITOSCOPICOS:

Al inicio del estudio se realizardn los estudios coproparasitoscOpicos como parte
de la bateria de andlisis de laboratorio y gabinete que permitieron el diagndstico de
absceso hepatico amibiano, en esa ocasion solo 1 de los 18 pacientes incluidos en el
estudio tuvieron quistes de E.histolytica/E.dispar en las heces (5%) quien dejo de
excretar quisted después de completar su tratamiento antiamibiano.

El resto de los voluntarios, tanto del grupo control no parasitados como los
individuos que tuvieron absceso hepatico amibiano no presentaron reinfeccion intestinal
por el parasito ni sintomatologia compatible con amibiasis intestinal o absceso hepatico

amibiano durante el resto del estudio.
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DETERMINACION DE ANTICUERPOS IgAs ANTIAMIBIANOS EN LAS
MUESTRAS DE SALIVA.

En la figura se muestran los resultados obtenidos en el ELISA para deteccion
de IgAs en muestras de saliva. En dicha figura se observa que al ingreso al estudio el
100% de los individuos con absceso hepatico amibiano, muestran niveles de anticuerpos
por arriba de la linea de corte estableido previamente como se indica en la seccidon de
material y métodos, los cuales se mantienen elevados hasta los 12 meses de observacion,
la evolucion que cada individuo tuvo en los niveles de anticuerpos secretores a través de
esos primeros 12 meses de observacion se muestran en la figura 2 en donde se puede
apreciar que dichos niveles se mantienen altos (por arriba de la linea de corte) durante
esos primeros 12 meses. Posteriormente y tomando en cuenta el nimero de individuos
que se siguieron hasta los 24 meses (9 individuos) quisimos ver como se comportaban en
su respuesta de anticuerpos secretores, encontrando que a partir de los 18 meses los
niveles empiezan a bajar para que a los 36 meses en la mayoria de los individuos se
encuentren por abajo de la linea de corte (Figura 3). La proporcion de individuos que
permanecié con anticuerpos secretores antiamibianos elevados a los 24 meses fue del
33.3% (3/9). Siete individuos convinieron en continuar hasta los 36 meses, cuando todos
dejaron de producir niveles de anticuerpos por arriba de la linea de corte, a partir de este
periodo el resto de los voluntarios, 5 de los cuales se estudiaron a los 60 meses y dos a los
72 meses continuaron disminuyendo sus niveles de anticuerpos significativamente (figura
3).

DETERMINACION DE ANTICUERPOS SERICOS ANTIAMIBIANOS IgG

En cuento a la respuesta de anticuerpos IgG antiamibianos en los individuos
estudiados (Fig. 4) observamos que los niveles sérivos de IgG especifica se encuentran
significativamente elevados con respecto al grupo de individuos controles. En este caso
nuevamente el 100% de los pacientes con AHA ingresaron al estudio con titulos altos de
anticuerpos y los mantuvieron asi durante los primeros 12 meses de observacion. La
evolucion de la respuesta de anticuerpos circulantes antiamibianos hasta los 12 meses se

muestra en la figura 5, donde es claro que todos los individuos mantienen sus niveles de
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anticuerpos por arriba de la linea de corte. En la figura 6, se muestra la evolucion
correspondiente a la respuesta de anticuerpos circulantes de los 9 pacientes que
accedieron a continuar con el estudio, en este caso se puede observar que la IgG
antiamibiana disminuye a partir de los 24 meses hasta hacerce negativa al rededor de los
60 meses.

En la tabla 2, encontramos un resimen de los datos sobre los voluntarios que se
pudieron seguir después de los 12 meses y la proporcion de ellos que mantuvieron niveles

de anticuerpos significativamente elevados, como se puede observar.
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DISCUSION:

Tomando en cuenta los datos obtenidos previamente ( 23,24) en cuanto a
caracteristica sociodemograficas de grupos o cohortes de pacientes con absceso hepatico
amibiano, u otras formas de a mibiasis invasora como la amibiasis intestinal o la
infeccion asintomadtica por E.histolytica/E.dispar en nuestro pais, debemos decir que
nuestros datos coinciden nuevamente en que la gran mayoria de las viables
sociodemograficas estudiados no parecen ser determinantes para la condicion de
infeccion sin embargo, la ausencia del habito de lavado de manos después de ir al bafio y
antes de consumir alimentos asi como la costumbre de ingerir alimentos en la via publica
son factores de riesgo para adquirir la infeccion o en dicho caso la enfermedad. Por otro
lado, en la mayoria de las enfermedades infecciosas gastrointestinales se ha podido
documentar la importancia de la accesibilidad del agua para uso doméstico, el lavado de
manos y la eliminaciéon adecuada de excretas como factores que inciden en la
determinacién de la transmisibilidad de las enfermedades infecciosas gastrointestinales
(25,26).

En cuanto a los individuos reclutados, todos llegaron al servicio de urgencias con
sintomas claros de un probable absceso hepatico amibiano el cual se diagnostic
sonograficamente y a traves de la determinacion de anticuerpos antiamibianos circulantes
elevados, en ninguno de los casos fue necesaria la evacuacién del absceso, para confirmar
la presencia de trofozoitos, sin embargo la respuesta al tratamiento antiamibiano con
Metronidazol permitié confirmar la etiologia del proceso. Cabe mencionar que dentro del
grupo de pacientes se incorpord uno con el antecedente de haber tenido dos abscesos
amibianos previos (1995 y 1997) los cuales fueron atendidos en el mismo hospital donde
se pudo corroborar el hecho con los documentos de su expediente clinico.

En cuanto la respuesta de anticuerpos séricos no es de sorprender el hallazgo de

niveles elevados de anticuerpos de la clase IgG en el suero de los pacientes estudiados,

ya que se sabe desde hace mds de tres décadas que dichos anticuerpos aparecen muy

temprano en la historia natural de la enfermedad y suelen persistir durante meses y afos
(27) en nuestro caso hemos querido intentar un estudio a largo plazo con el objeto de

demostrar la persistencia de tales anticuerpos después de evidenciar posibles contactos o
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reencuentros con el parasito los cuales pudieran ser documentados a través de la
deteccion del microorganismo en las heces 6 en una nueva forma de amibiasis invasora.

Aparentemente, y a pesar del escaso numero de individuos que se pudieron seguir
después de los 12 meses de haber tenido el AHA (9/18) estos individuos no se reinfectan
y solo el 50% de los 9 individuos mantuvieron su respuesta de anticuerpos especificos
elevada hasta los 24 meses de seguimiento.

Los datos de individuos con titulos de anticuerpos elevados después de 3 a 10
afios de haber curado de un AHA pudieron deberse a reinfecciones no documentadas
(28).

Por otro lado, llama la atencion que los niveles de anticuerpos secretores se
encuentren también elevados durante tiempos tan prolongados, este hecho no se habia
documentado hasta muy recientemente (29) ya que se habia mencionado que los
anticuerpos IgAs antiamibianos en heces de nifios con disenteria amibiana se elevaban en
los primeros dias, sin embargo, dejaban de detectarse después de 3 semanas de
tratamiento (30).

Estas diferencias podrian deberse a las técnicas de deteccion de los anticuerpos o
a la muestra utilizada en el analisis ya que la presencia de potentes proteasas microbianas
pueden alterar las determinaciones en muestras fecales, no asi en el caso de anticuerpos
detectados en muestras de saliva, la cual por otro lado, sabemos que forma parte de las
secreciones producidas por el sistema inmune asociado a las mucosas (31,32), ya que las
células B productoras de IgA sensibilizadas en el intestino son capaces de migrar a las
glandulas salivales donde se diferencian a células plasmaticas productoras de IgA (33).

Es evidente que la persistencia de anticuerpos secretores en la saliva de los
individuos con antecedentes de AHA va mas alla de los 12 meses, aunque después de este
periodo decae importantemente, al parecer de manera mas rapida que lo que sucede en el
caso de los anticuerpos circulantes, es posible que exista en el caso del AHA la
posibilidad de que a pesar de no haber contacto con el parasito (demostrable por lo menos
en este caso posterior a la enfermedad, la estimulacion de la respuesta de anticuerpos se
dé a través de la persistencia de antigenos de E.histolytica en el sistema reticulo

endotelial del huesped como ya ha sido reportado previamente (18).
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A pesar de la evidencia de una respuesta de anticuerpos contra el parasito tanto a
nivel local como en el sistémico, no queda claro que papel juegan estos anticuerpos en la
resistencia o la reinfeccion o si esta respuesta inmune tiene dentro de sus caracteristicas
mantener una memoria inmunolégica eficiente y duradera. De hecho nuestro propésito
central fue el poder tener evidencia directa de estas dos posibilidades, ya que la poblacion
estudiada (casos y controles) pertenecen a una zona geografica comin y como se observo
(Tabla 1) aparentemente no hay grandes diferencias en sus caracteristicas
sociodemograficas, por otro lado, en ambos casos no se detectaron cambios conductuales
que nos hagan pensar en la modificacion de los factores de riesgo detectados como
significativos (habitos higiénicos), de manera que pudiéramos pensar en la probabilidad
de la reexposicion o reinfeccion por el parasito en los individuos con AHA y por otro en
la posibilidad de infeccion del grupo control durante el tiempo de observacion. Esto
habria permitido el poder observar una reestimulacion de la respuesta inmune a nivel
local o sistémica sin infeccion establecida, o en el caso del grupo control que sabemos
que no tienen anticuerpos antiamibianos pudiera darse una proporcion mayor de
individuos infectados (mas que en el grupo de AHA) si en verdad como pensamos, dichos
anticuerpos tuvieran un papel en la resistencia a la infeccion, desafortunadamente esto no
ocurrié asi, de manera que después de este tiempo de observacion no podemos concluir
con certeza, que los anticuerpos locales o sistémicos participen directament en la
resistencia a la infeccidn, pero tampoco podemos descartar de manera contundente su

muy probable participacion.
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TABLA 1. Descripcion sociodemografica de la poblacion estudiada.

CARACTERISTICAS AHA NEG PROMEDIOS
n=18 n=104

Edad = D.S. 43.07 £ 15.75 403 +14.1 >0.05 +
n ( %) n ( %)

Sexo femenino 3 (15.0) 84 (80.7) >(0.05*

Escolaridad

(primaria 0 menos) 0(0) 59 (56.7) >0.05*

Amas de casa 1(5.0) 37 (35:5) >(0.05*

Malas condiciones

de la vivienda 1(5.0) 6 (5.7) >0.05*

Bajo nivel socio-

economico 1(5.0) 22 (21.1) >(0.05*

Mala higiene 14 (70.0) 51 (49) <0.01*

D.S. Desviacion estandar

*Prueba de X°

+ Prueba de t de Student
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TABLA 2. Proporcion de individuos con anticuerpos antiamibianos

Séricos y secretores positivos.

MESES Anticuerpos _antiamibianos

Séricos (IgG) Secretores (IgAs)
0 9/9 (100%) 9/9  (100%)
6 9/9 (100%) 9/9  (100%)
12 8/9 (88.8%) 9/9 (100%)
24 5/9 (55.5%) 3/9 (33.3%)
36 4/7 (44.4%) 0/7 ( 0%)
60 2/5 (40%) 0/5 ( 0%)
72 02 (0%) 02 (0%)

Los niveles de anticuerpos antiamibianos se consideran como
positivos a aquellos cuyo valor de D.O. a 490 mM. estan por

arriba de la linea de corte, calculada como la media de la D.O.

obtenida en el grupo control mas 2 desviaciones estandar
(D.O.= 0.555 para ambas clases de inmunoglobulinas)
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Figura 2. SEGUIMIENTO DE IgAs EN PACIENTES CON AHA
(PRIMERA FASE)
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Figura 3. DENSIDADES OPTICAS DE IgA EN SALIVA
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Figura 5. SEGUIMIENTO DE IgG EN PACIENTEE CON AHA
(PRIMERA FASE)
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Figura 6. DENSIDADES OPTICAS DE IgG EN SUERO
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