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REACCIONES SEROLOGICAS EN
PACIENTES CON AMIBIASIS

M. RESTREPO, F. DE RESTREPO, D. BOTERO

INTRODUCCION

Es bien conocido que el diagndstico de
certeza de una infeccién amibiana se hace me-
diante la demostracion de la Entamoeba histoly-
tica. Por diversas razones el hallazgo e identifica-
cidn del parasito no siempre es posible, especial-
mente en la amibiasis extraintestinal, en la cual
la visualizacion de los trofozoitos se hace en un
reducido porcentaje de casos, con excepcion de
la amibiasis cutanea.

Desde 1905 se ha tratado de desarrollar
procedimientos orientados a la demostracion di-
recta e indirecta de este protozoo cuando se
sospecha la enfermedad en un paciente (1). La
busqueda de anticuerpos circulantes mediante
técnicas seroldgicas son los métodos indirectos
mas desarrollados. Craig (2, 3) en 1927 establecid
una reaccion de fijacion de complemento utilizan-
do por primera vez como antigeno, un extracto
alcohdlico de amibas cultivadas en un medio
especial. Las dificultades en la preparacion de un
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antigeno purificado y libre de bacterias, hicieron
que varias reacciones serologicas fueran poco
especificas (4 - 6). Cuando Diamond (7) en
1961 consiguid el crecimiento de E. histolytica
en un medio axénico, se did el paso decisivo para
la preparacién de un antigeno con un alto grado
de pureza y por lo tanto el desarrollo de reaccio-
nes con mayor especificidad (8, 9).

A pesar del mejoramiento en los métodos
seroldgicos, la interpretacidon de las reacciones es
dificil, especialmente en las zonas endémicas.
Esta razon motivé el presente estudio, el cual
tuvo por objeto: a) adquirir experiencia en la
determinacidon de los niveles de anticuerpos cir-
culantes en pacientes con diferentes formas clini-
cas de amibiasis; b) comparar la sensibilidad de
cuatro técnicas serologicas diferentes, en pacien-
tes de una zona endémica y c¢) establecer la rela-
cién entre los hallazgos seroldgicos, la sintomato-
logia y los examenes parasitoldgicos.

MATERIAL Y METODOS

Para el estudio se seleccionaron 135 pacien-
tes separados en cinco grupos asi: con amibiasis
intestinal aguda 58; con amibiasis intestinal cré-
nica ¢ asintomadtica 35; con absceso hepatico 30;
con amibiasis genital 2 y personas sin amibas en
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examenes de materias fecales 10.

A cada uno de los pacientes se le hizo ini-
cialmente una corta historia clinica y se le buscd
la presencia de E. histolytica. Para hacer el diag-
nostico de amibiasis intestinal se le practico a
cada uno exdmen coproldgico directo y por con-
centracion segun el método de Ritchie (10), para
buscar quistes o trofozoitos de E. histolytica. En
los casos sospechosos de absceso hepatico, se
trato de confirmar el diagndstico mediante exa-
menes directos y cultivos del pus obtenido por
puncién, para buscar el parasito; ademds se les
practicaron los mismos examenes coproldgicos
anotados anteriormente. En los pacientes con
amibiasis genital el exdmen directo demostrd las
formas trofozoiticas del parasito. Las 10 perso-
nas del grupo control se declararon como negati-
vas después de hacerles tres exdmenes coprologi-
cos con sus correspondientes concentraciones.

Cada uno de los individuos estudiados fué
sangrado por puncién venosa y en el suero se
practicaron las siguientes reacciones serologicas:
fijacién de complemento (F.C.), hemaglutinacion
indirecta (H. 1.), inmunodifusién cruzada en gel
de agar (I.D.) y prueba del latex (P.L.). Para las
tres primeras pruebas se utilizd antigeno obtenido
de cultivos axénicos de E. histolytica (Parke
Davis, Detroit, Michigan, U.S.A.), preparado de
un sobrenadante de amibas lavadas y lisadas por
ultrasonicacidn; el polvo liofilizado representa el
equivalente de 0.1 ml. de una solucién que
contiene 7 x 10° amibas por ml. con un total de
contenido de nitrégeno de 1.86 mgs/ml. La resti-
tucidn del antigeno liofilizado se hizo con 0.1
ml. de agua bidestilada.

La F. C. se hizo de acuerdo a la técnica
cuantitativa adoptada y estandarizada por el
Centro Nacional de Enfermedades Comunicables
de los Estados Unidos (11) y con las recomenda-
ciones de Kessel y cols. (8) para el diagndstico
serologico en la amibiasis. La dilucién 6ptica del
antigeno en esta reaccion fué de 1:128.

Para la H. L. se sigui6 el procedimiento de
Kessel y cols. (8), utilizando el antigeno con una
dilucion optica de 1:80.

En la prueba I. D. se emplearon placas de vi-
drio de 50x50 mm. con agar Noble (Difco Labo-
ratories Detroit, U.S.A.)al 0.9%, a las cuales se les
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hizo una excavacion central de 3 mm. de didmetro
y 6 periféricas de igual tamafio, a una distancia
de 4 mm. unas de otras. En el centro de la prepa-
racion se coloco 0.01 ml. del antigeno reconsti-
tuido pero sin diluir. En la periferia se pusieron
los sueros sin diluir. La placa se guardo durante
24 horas en una cadmara humeda, a temperatura
ambiente. La lectura se hizo buscando una 6 mas
bandas de precipitado, para considerarla positiva.

Para la P. L. se empleo el producto Serame-
ba® (Ames Company. Division Miles Labora-
tories, Indiana, U. S. A.) que consiste en un
antigeno liofilizado purificado, para sensibilizar
una suspension de latex y posteriormente mezclar
con 0.2 ml. del suero del paciente; técnica basada
en las pruebas desarrolladas por Morris y cols.
(12, 13) en 1970. La prueba se ley6 positiva 6
negativa, segin que apareciera o no la aglutina-
cién de las particulas del latex con el suero
problema.

En todas las reacciones se utilizaron contro-
les positivos o negativos. La interpretacidon de los
titulos en las reacciones cuantitativas, se hizo de
acuerdo alo propuesto por Thompson y cols.(14)
en la siguiente forma:

F.C. Negativos: Titulos menores de 1:8

Titulos bajos: 1: 8al: 16
Titulos moderados: 1:32a1:128
Titulos altos: mayores de 1:128

H.I. Negativos: titulos menores de 1: 8
Titulos bajos: I: 8al: 32
Titulos moderados: 1:64a1:512
Titulos altos: mayores de 1:512 -

RESULTADOS

En la Tabla 1 se aprecian los resultados de
los 133 pacientes estudiados con la F.C. En
aquellos con amibiasis intestinal aguda y crdnica
0 asintomatica, mas del 70% tuvieron anticuer-
pos fijadores del complemento con titulos por
encima de 1:32, es decir, moderados 6 altos.
Recalcamos ademas que en pocos pacientes que
presentaban ambas formas de amibiasis se obser-
varon reacciones negativas (5.7% y 5.2% res-
pectivamente) no obstante haber encontrado
E. histolytica en sus materias fecales. De los 30
pacientes con absceso hepatico, 22 (73.3%) pre-
sentaron esta reaccion con titulos altos; éstos
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fueron: de 1:2048, 6 mas elevados.

Tabla 1- Reaccién de fijacién de complemento para Entamoeba
Histolytica en 133 pacientes.

TITULOS

Formas | No. de| Negativos Positivos
Clinicas | Casos Bajos Moderados | Altos

No.| % |No.| % |No.| % [No.| % |No.| %

S.ACH

Amibiasis
Crénica 35 2| 57 2 57|14 1 40.0 | 12| 34.3 51143
Amibiasis
Aguda

Absceso
Hepitico

58 3] 52| 4 69|21 1362 |25]43.1| 5| 86

30 | 3 [0 o oo 5|67 |22 733 o co

Sin amibas

(Control) 10 0| 0.0 | 10 (100.0| O] 0.0 0| 00] 0} 00

TOTAL 133 8 6.0 | 16 | 12.0| 40| 30.1 | 59 | 444 | 10 | 7.5

* Sueros Anticomplementarios.

Es interesante anotar que los 10 pacientes
que formaban el grupo control sin amibas, presen-
taban titulos bajos, entre 1:8 y 1:16. Del total
de sueros probados con la reaccion de F. C., 10
fueron anticomplementarios.

La reaccién de H.I. (Tabla 2) mostré mayor
positividad que la F.C., aunque los titulos altos
fueron menos frecuentes, con excepcion de los
abscesos hepaticos que tuvieron titulos altos en
el 76.7%; en este grupo 17 casos presentaron
niveles de anticuerpos por encima de 1:2048,
con un maximo de 1:32708 en uno de ellos.

Tabla 2 - Reacciénde hemaglutinacion indirecta para Entamoeba
Histolytica en 131 pacientes.

TITULOS
Formas No. de | Negativos " TPasitivos
Clinicas Casos Bajos Moderados Altos
No.| % No.| % No.| % |[No.| %

Antiblass 33 | 618213 | 304 13 [3094| 1] 30
Cronica
Alblads 58 |11 |io0|16 |216| 26 | 448 | 5| 86
Aguda : : ) o
Absceso
Hepitico 30 [ 20.0 0 0.0 1 33123 76.7
Sin amibas
(Control) 10 8 | 80.0 2 | 200 0 0.0 0 0.0

TOTAL 131 31 | 2377 31| 23.7 | 40 | 30.5 | 29 | 221

Los trofozoitos de E. histolytica se encon-
traron en el pus obtenido por punciéon en 11
pacientes, en el resto de los pacientes aunque
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habia pus no se observaron parasitos, por lo
tanto no podemos asegurar que sean de ori-
gen amibiano. En ninguno de los pacientes se ob-
servaron amibas en materias fecales.

Los resultados obtenidos (Tabla 3) en 11
pacientes fueron los siguientes: 7 tuvieron tanto
la F. C. como la H. L., fuertemente positiva, 1
tuvo la H. 1. negativa pero la F. C. positivay en

Tabla 3 - Comparacion de los resultados en los pacientes con

amibiasis  extraintestinal
Localizacién ~ Trofozoitos F. C. H. L. 1. D. Latex
E. Histolytica Titulo Titulo Bandas
Hepatica

1 - 128 1024 0 -

2 - 512 8192 1 +++t

3 + 256 8192 0 - ++

4 - 256 4096 0 ~

5 + 512 16384 1 ++++

6 - 2048 32708 1 ++++

-7 - 256 1024 0 ++

8 - 256 2048 0 ++

9 - 512 4096 0 ++++
10 + 256 2048 0 ++++
11 - 2048 16384 0 +h++
12 + 1024 4096 0 ++++
13 - 4096 8192 1 +H++
14 - 2048 4096 1 +4++4
15 - 0 0 0 -
16 . + 64 4096 2 +++
17 - 256 512 0 ++
18 - 2048 16384 1 +++
19 - 64 2048 0 -
20 - 1024 2048 1 ++
21 + 2048 2048 1 +H++
22 - 1024 8192 1 ot
23 - 0 0 0 +++
24 - 256 0 0 +4+
25 + 1024 128 0 ++4+4+
26 + 1024 2048 0 ++++
27 + 0 0 1 +++
28 + 256 1024 2 +++
29 - + 128 0 .1 ++
30 - 32 0 0 -

Genital
1 + 256 64 1 4+t
2 + 128 512 1 ++++
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otro ambas fueron negativas. La prueba de I. D.
(Tabla 4) demostré mayor numero de casos con
positividad fuerte en los pacientes con absceso
hepatico (46.7%), que aquellos que presentaban
amibiasis aguda y cronica ¢ asintomatica (15.5%
y 2.9% respectivamente). De los 13 abscesos
hepaticos que tuvieron positiva la I. D. (Tabla 3),
6 correspondian a pacientes con E. histolytica
en el pus; los 2 pacientes con amibiasis genital
(Tabla 3) tuvieron la misma prueba positiva.
Ninguno de los individuos controles presentaron
la reaccion positiva.

Tabla 4 = - Prueba de Inmunodifusién en agar para Entamoeba
Histolytica en 133 pacientes.

Formas No. de Negativos Positivos Positivos
Clinicas Casos Débiles Bugtsies
No. % No. % No. %
Amibiasis 3 u | oma| o | oo 1 29
Cronica
Amibiasis
. A 15.5
Asuda 58 49 84.5 0 0.0 9
Abscesa 30 16 | 533| o 00 | 14 | 467
Hepatico
Sin amibas
X . .0
{Control) 10 10 100.0 0 0.0 0 0
TOTAL 133 109 8l.9 0 0.0 24 18.1

En la Tabla 5 se observan los resultados con
la P. L. Como en las pruebas anteriores, el por-
centaje mayor de positividad fuerte correspondio
a los abscesos hepaticos (66.6%). Las amibiasis
intestinales aguda y cronica 6 asintomatica, tu-
vieron cifras de 43.1% y 45.7% respectivamente.
El grupo de personas sin parésitos presento reac-
ciones débiles en el 20% de los casos.

Tabla 5 = Prueba del Latex para Entamoeba Histolytica en 133
pacientes.

Formas No. de Negativos Positivos Positivos

Clinicas Casos Débiles Fuertes
No. | % No. | o% No. | %

Amibiasis 35 9 | 257 | 10 | 286 | 16 | 457

Cronica

Amibiasis 58 23 | a0 | 10 | 72| 25 | 43

Aguda

Absceso

Hepitico 30 5 16.7 5 16.7 20 66.6

Sin amibas

{Control) 10 8 80.0 2 20.0 0 0.0

TOTAL 133 45 338 27 20.3 61 45.9
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Si consideramos separadamente los pacien-
tes con absceso hepatico y amibiasis genital y
comparamos los resultados de las diferentes reac-
ciones (Tabla 3) se puede ver que hay una buena
correlacion en aquellos pacientes con titulos muy
elevados. En los dos casos de amibiasis genital
llama la atencidon que los titulos no fueron muy
altos.

DISCUSION

En general, las pruebas seroldgicas se han
considerado de dificil interpretacion pues asi
como se observan pacientes con amibas y con
anticuerpos, los mismos autores encuentran pa-
cientes con amibas y sin anticuerpos 0 viceversa
(15-19).

Las experiencias con las primeras pruebas
seroldgicas y la falta de concordancia con la clini-
ca llevaron a considerar las reacciones serologicas
como poco valiosas. Si se tiene en cuenta que la
E. histolytica se comporta en el huésped con una
virulencia que va desde simple comensal hasta al-
tamente invasora (20, 21), es facilmente com-
prensible que la extension de los tejidos invadi-
dos sea muy variada. Por esta razén la cantidad
de antigeno presente y capaz de estimular la
formacion de anticuerpos varia ampliamente, lo
cual se refleja en las reacciones serologicas. Los
anticuerpos aparecen Unicamente cuando hay
invasion a los tejidos y persisten durante algun
tiempo aunque la amiba haya desaparecido. Por
esa razon la presencia de anticuerpos indica una
invasion del parasito presente ¢ pasada y un
resultado negativo practicamente esta negando
la invasién aunque las amibas existan en la luz
intestinal (15, 21). En nuestros pacientes los
anticuerpos fueron detectados con mayor fre-
cuencia con todas las reacciones seroldgicas, en
las amibiasis hepaticas y con menor frecuencia
en las amibiasis cronicas O asintomaticas, indi-
candonos que estas ultimas corresponden a infec-
ciones poco invasoras. Igualmente existe una
relacion entre los titulos altos y el grado de
invasion, como lo observaron experimentalmente
Neal y col. (22); ésto se comprob6 en nuestros
pacientes con abscesos hepaticos amibianos en
los cuales claramente se entiende que hay una
gran invasién de los tejidos.
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La técnica de H. I. fué la prueba mas sencilla
y por lo tanto la mejor indicadora de infeccidn,
presente o reciente. Con esta prueba solamente
se observa correlacion con la clinica cuando se
encuentran titulos elevados (18, 19).

Algunos autores (15, 23 - 26) han descrito
buena correlacion entre la amibiasis invasora y
reacciones positivas con la I. D. y han considera-
do esta prueba como un método especifico de
diagndstico aunque menos sensible que las demas
pruebas.

Otros autores consideran en forma similar
lal. D.ylaP. L (12, 13, 27). Sinembargo en
nuestros pacientes esta Ultima reaccion se mostrd
mas sensible y no se encontrd correlacion con la
primera en la amibiasis intestinal cronica, asinto-
matica y aguda, ademas se observo fuertemente
positiva en el 45.9% de los pacientes del grupo
control sin amibas en el momento del estudio.

Es interesante anotar que el grupo control,
a pesar de no presentar parasitos en varios exame-
nes directos y por concentracidn, dio reacciones
seroldgicas positivas H. I. y P. L., indicandonos
una infeccién amibiana anterior.

RESUMEN

Se estudiaron 135 pacientes, divididos en
los siguientes grupos: amibiasis intestinal cronica
0 asintomatica, amibiasis intestinal aguda, absceso
hepatico, amibiasis genital y un grupo control sin
amibiasis. A todos se les hizo fijacion del com-
plemento, hemaglutinacion indirecta, inmunodi-
fusion en agar y prueba del latex.

Los pacientes con amibiasis intestinal pre-
sentaron anticuerpos circulantes pero no fué
posible separar las formas clinicas entre si basa-
dos en los resultados serologicos. En los casos con
amibiasis aguda y crénica se encontraron presen-
tes anticuerpos fijadores de complemento y en
la hemaglutinacidon, pero pocas precipitinas, lo
cual indica poca invasion del parasito.

En los pacientes con absceso hepatico fué
mas frecuente el hallazgo de titulos elevados de
anticuerpos en todas las reacciones, asi como la
presencia de bandas de precipitado con la inmu-
nodifusion en agar. La prueba del latex se com-
portd en general como una reaccion muy sensible
pero menos especifica que las demas y en espe-
cial que la inmunodifusiéon en agar.
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SUMMARY

A group of 135 patients that included cases
with asymtomatic or chronic intestinal amebiasis,
the acute form of the disease, hepatic abscess,
genital amebiasis and a control group, were stu-
died for antibodies to Entamoeba histolytica,
using the complement fixation test, indirect he-
magglutination, agar immunodiffusion and latex
agglutination test.

The cases with intestinal amebiasis showed
circulating antibodies in different titers that did
not permit to differentiate the different clinical
forms of intestinal amebiasis. In the patients
with acute and chronic intestinal amebiasis higher
antibody titers were found in the complement
fixation and hemagglutination tests than in the
precipitin tests, indicating low tissue invasion of
the parasites.

The highest titers in all the tests were found
in the cases with hepatic abscess. The latex test
was in general more sensible but less specific
than the other tests, especially the immunodiffu-
sion test.
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