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RESUMEN

Se explora la respuesta inmunolégica en la amibiasis intestinal
mediante un método inmunoenzim4tico disefiado para determinar an-
ticuerpos de la clase IgA especifica contra Entamoeba histolytica,
en 41 muestras de heces provenientes de pacientes con diagnéstico
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clfnico de amibiasis intestinal. El andlisis estadfstico de los datos
reveld que valores de absorbancia igual o mayor a 0.287 son signifi-
cativos. Se demostré que la prueba es especffica y de utilidad para el
diagnéstico de amibiasis intestinal.
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ABSTRACT

The local response to intestinal amebiasis is explored using a
enzime-linked immunosorbent assay designed for specific IgA anti-
bodies against Entamoeba histolytica from 41 samples of feces of
patients with clinical diagnostic of intestinal amebiasis.

The stadistic analysis reveled that absorbance values equal or
higher that 0.287 are significative. The test is specific in the diagnosis
of intestinal amebiasis.

KEY WORDS:
Coproantibodies, anti E. histolytica, EL.LS.A.

INTRODUCCION

La amibiasis es una enfermedad de distribucién mundial causada
por Entamoeba histolytica, protozoario patégeno que habita en el
intestino grueso del hospedero parasitado en el cual se producen le-
siones de la pared intestinal y en algunos casos, puede causar amibia-
sis extraintestinal o invasiva caracterizada por abscesos en hfgado,
pulmoén y otros érganos.!

La invasién y destruccién del tejido, principalmente a nivel de la
mucosa intestinal es una de las caracterfsticas m4s relevantes de la
amibiasis intestinal. Esta invasién estd condicionada por el balance
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entre los mecanismos de respuesta del individuo frente a los antfge-
nos de Entamoeba histolytica. ;

Los mecanismos de respuesta inmune local en la amibiasis intes-
tinal no han sido bien caracterizados; es posible que la IgA secretora
de los fluidos intestinales pueda contribuir a la defensa local contra
Entamoeba histolytica al impedir la adherencia a las células epite-
liales del intestino.2-3

Los estudios realizados en pacientes con amibiasis intestinal han
sugerido el aumento de la concentracién de IgA en heces®® respuesta
que también ha sido observada en animales de experimentacién cuan-
do se inoculan con antigenos crudos de Entamoeba histolytica o sus
fracciones, con lo cual se induce la aparicién de células productoras
de anticuerpos y aumento en la concentracién de inmunoglobulinas
principalmente de la clase IgA 5*°

La produccién de coproanticuerpos de la clase IgA contra Enta-
moeba histolytica estarfa inducida por la presencia de trofozoitos en
la mucosa intestinal y su determinacién serfa un método de utilidad
para el estudio de la respuesta inmunolégica local y para el diagnésti-
co de amibiasis intestinal.

En este trabajo, se reportan los resultados de la determinacién de
IgA especifica contra Entamoeba histolytica en heces de pacientes
con amibiasis intestinal mediante el disefio de una prueba inmunoen-
zimética.

MATERIALES Y METODOS

Se estudiaron 41 muestras de heces provenientes de pacientes
con diagndstico clinico de amibiasis intestinal y/o disenterfa; consul-
tantes de la emergencia pedidtrica y de adultos del Hospital Universi-
tario de Los Andes.

A cada muestra de heces le fue practicado un examen parasitol6-
gico con solucién salina y coloracién temporal de azul de metileno a
pH de 3.8; luego fueron homogeneizadas en solucién salina fisioldgi-
ca en proporcién 1/1 Peso/Volumen vy filtradas a través de una gasa
estéril; el filtrado fue centrifugado a 1200g para luego precipitar las
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inmunoglobulinas del sobrenadante con Sulfato de Amonio al 45%
pH 7.9; los precipitados de inmunoglobulinas fueron liofilizados y
conservados a - 20°C hasta el momento de determinar la concentra-
cién proteica por el método de Bradford; la concentracién de IgA por
el método de inmunodifusién radial y la determinacién de IgA espe-
cifica para Entamoeba histolytica por ELISA.

PRUEBA INMUNOENZIMATICA:

Muestras: Los liofilizados de las muestras de heces fueron re-
suspendidos en PBS pH 7.2 para ajustarlas a una concentracion de
100 ug/ml de proteina.

Procedimiento: Se utilizé el método de "Sandwich" indirecto
para detectar IgM*» modificado segin se describe: en los pozos de
una microplaca (Dynatech, Alexandria) se adsorbieron 200ul de anti-
IgA humana, cadena alfa especffica preparada en cabra (Kallestad,
Austin, Texas) a una concentracién de 4 ug/ml en buffer carbonato de
pH 9.6, las placas se incubaron durante 18 horas a4°C en cdmara
himeda, luego de lavarlas seis veces con buffer fosfato salino Tween
20 al 0.05% (PBS - T), fueron cubiertas con 200ul de una solucién de
albimina bovina (Sigma) al 0.5% en PBS - T (PBS - T - BSA) y se
incubaron a 37°C durante 1 hora.

Después de lavar, se adicionaron 200 ul del precipitado de las
heces ajustadas a 100 ug/m! de proteinas y se incubaron toda la
noche a 4°Cen cdmara himeda. Después de un nuevo lavado, se
agregaron 200 ul de antigeno de membrana de la cepa HMI de Enta-
moeba histolytica (cedida por el Lic. Antonio Ramirez del Hospital
Infantil de México) cultivada en medio axénico segiin la técnica de
Diamond!! y diluida en PBS-T a una concentracién de 4 ug/ml, la
placa se incub6 durante 1 hora a 37°Cy después de lavar se agrega-
ron a cada pozo 200 ul de IgG humana anti Entamoeba histolytica,
diluida en PBS-T a una concentracién de 10 ug/ml; las placas se
incubaron durante 1 hora a 37°C luego de lavar, se adicionaron 200
ul de anti IgG humana, preparada en cabra y conjugada con peroxida-
sa (ATAB), diluida a dosis 6ptima de 1:2500 ul de substrato, (Ortofe-
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nilendiamina H,0, 30%), se incubaron durante 30 minutos a tempera-
tura ambiente en obscuridad y se detuvo la reaccién con 50 ul de
H,S0, 2,5N, luego fue lefda en un espectrofotémetro (GILFORD, Mod.
IEA) a 450 nm.

RESULTADOS

El andlisis parasitoldgico directo realizado en las muestras de
heces, revel6 la presencia de quistes y/o trofozoftos de Entamoeba
histolytica en 28 de las 41 muestras analizadas, lo cual representa el
68.3% del total. En una muestra, 2.4% se observaron trofozoitos de
G. lamblia y en 12 muestras, que representan el 29.3% no se observé
ningin elemento parasitario. (Tabla 1).

TABLAN1
ANALISIS PARASITOLOGICO DIRECTO EN MUESTRAS DE HECES
MERIDA, 1988
N® %
AGENTE DE MUESTRAS
E. histolytica 28 68.3
G. lamblia 1 24
Ningiin elemento parasitario 12 ~ 29.3
TOTAL 41 ' 100.0

F. de 1.: Unidad de Inmunclogia Clinica. Hospital Universitario de Los Andes.

La Tabla N2 2 describe los resultados de la determinacién de
IgA por inmunodifusién radial; de los 28 precipitados de las muestras
con Entamoeba histolytica, en 16 (57%) se detecté IgA y de los 13
precipitados de muestras negativas, 7 (53%) mostraron la presencia
de IgA. La distribucién individual de los valores se expresa en la
Tabla N® 3. En las muestras negativas, se detectaron valores entre 0.5
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TABLA N*2

NIVELES DE IgA EN PRECIPITADOS DE HECES

MERIDA, 1988
PRECIPITADOS PRECIPITADOS
ANALIZADOS CONIgA %
DETECTABLE

Muestra positivas para
E. histolytica 28 16 57%
Muestras negativas
para E. histolytica 13 7 53%

F. de L.: Unidad de Inmunologia Clinica. Hospital Universitario de Los Andes.

TABLAN®3
VALORES INDIVIDUALES DE IgA EN PRECIPITADOS DE HECES
MERIDA, 1988
MUESTRAS AMIBA SP MUESTRAS AMIBA SP
POSITIVAS mg/dl NEGATIVAS mg/dl
1 I.D. 4.6 L.C.G 4.6
2 J A 19.8 2.N.Ch. 0.5
3 D.V. 4.6 3.LF 46
4. A M 180 4.H.G 52
S. S.D. 5.2 5.LO. 16.0
6. A L. 0.5 6.L.P. 8.4
7. C.V. 25 TMT, 52
8. R.P. 20.2
9. C.D. 370
10. B.C. 116
11. M. B. 0.5
12, LP 11.6
13 JoM. 11.0
14. LR. 0.8
15. M, 5. 0.8
16. N. M. 1.0

F. de L: Unidad de Inmunologia Clinica . Hospital Universitario de Los Andes.
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- 8.4 mg/dl, a excepcidn de la muestra L.O., cuyo valor fue de 16
mg/dl; es de hacer notar que era un nifio de 30 dias de nacido y este
valor puede ser consecuencia de 1a lactancia materna. En las muestras
positivas, los valores se distribuyen entre 0.5 - 37 mg/dl de IgA y 7
pacientes (43%) mostraron valores por encima de 8.4 mg/dl.

En el Gréfico N? 1 se representa la distribucién de los valores de
absorbancia obtenidos en la prueba de ELISA al realizar la determi-

GRAFICON® 1

IgA ESPECIFICA A E. histolytica EN PRECIPITADOS DE HECES (ELISA)
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nacién de IgA especifica contra Entamoeba histolytica en los preci-
pitados de las heces de todos los pacientes. En los pacientes con
sindrome diarréico de etiologia diferente a la amibiana, los valores de
absorbancia se distribuyeron entre 0.014 - 0.195, con excepcién de la
muestra R.G., cuya lectura fue de 0.526. Las muestras que al examen
microscépico fueron consideradas positivas para Entamoeba histoly-
tica, mostraron una amplia distribucién de los valores de absorbancia
entre 0.015 - 0.926.

En 16 de estas muestras (57.12%) se obtuvieron valores mayores
al valor médximo obtenido para las muestras donde no se observaron
formas de E. histolytica.

Para el andlisis estadistico se realizé la prueba F de andlisis de
varianza, para lo cual las muestras se dividieron en tres grupos:

Grupo A: Pacientes con diagnéstico clinico de amibiasis intesti-
nal y/o disenteria amibiana con valores de absorbancia superiores al
valor mdximo del grupo C (0.195).

Grupo B: Pacientes con diagnéstico clinico de amibiasis y/o
disenterfa amibiana con valores de absorbancia inferiores a 0.220
(valor minimo de absorbancia para el grupo A).

Grupo C: Pacientes con diagnéstico clinico de sindrome diarréi-
co agudo de etiologfa diferente a la amibiasis intestinal.

Todo valor de absorbancia superior a 0.273 fue significativa-
mente distinto con un valor de P 0.05 entre los grupos A y B y los
grupos Ay C.

El pool de sueros usados como control positivo dio una lectura

promedio de 0.380 y en la muestra de saliva se obtuvo un valor de
absorbancia de 0.135.

DISCUSION

El balance entre los mecanismos de patogenicidad de Entamoe-
ba histolytica y los mecanismos de defensa del hospedero son facto-
res que condicionan la instalacién de la amibiasis intestinal.>3

Los mecanismos de proteccidn contra microorganismos entéri-
cos, incluyendo Entamoeba histolytica han sido relacionados con el
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predominio en la mucosa intestinal de IgA secretora, la cual inhibe su
adherencia a las células blancas.** ' 1* Por lo tanto, el estudio de la
respuesta inmunolégica local puede ser 1til como método de diagnds-
tico en amibiasis intestinal.

En esta investigacién se expresan los resultados del estudio pre-
liminar sobre un método inmunoenzimdtico indirecto disefiado para
cuantificar IgA especifica contra Entamoeba histolytica en muestras
de heces. El empleo del antigeno de membrana de la cepa HMI de
Entamoeba histolytica garantizé la especificidad de la prueba y ésta
se demostré por la diferencia en los valores de absorbancia obtenidos
en las muestras controles que se usaron.

El andlisis de la concentracién protéica revelé que no hay dife-
rencia entre los grupos analizados. Para los niveles de IgA, la concen-
tracién fue menor en el grupo de pacientes con sindrome diarréico de

etiologfa diferente a la amibiana como se demuestra en el Cuadro N°
2.

El andlisis estadistico de los valores de absorbancia revel6 que
existen diferencias significativas entre los pacientes del grupo A, que
tienen diagnéstico clinico de amibiasis intestinal con valores de ab-
sorbancia igual o mayor a 0.273 y los pacientes del grupo C, al cual
pertenecen aquellos con sindrome diarr€ico agudo de etiologia dife-
rente a Entamoeba histolytica.

También se observaron diferencias significativas entre el grupo
A antes descrito y el grupo B al cual pertenecen los pacientes con
diagnostico clinico parasitolégico de amibiasis, pero con valores de
absorbancia comparable con los pacientes del grupo C. Este hallazgo
hace pensar que la certeza del diagnéstico parasitolégico no fue de un
100% y es probable que los quistes o trofozoftos observados corres-
pondfan a especies de amibas no patégenas y el sindrome diarréico
era causado por otros agentes involucrados en esta entidad clinica.

Los resultados obtenidos en esta investigacién preliminar permi-
ten afirmar que la técnica disefiada es \itil para la determinacién de
anticuerpos especificos contra Entamoeba histolytica en heces y
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podria ser de utilidad en el diagnéstico de amibiasis intestinal y en el
estudio de la respuesta inmunoldgica local de la infeccidn intestinal
causada por Entamoeba histolytica.
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