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CONTRIBUCIONES ORIGINALES

REACCIONES SEROLOGICAS
EN EL DIAGNOSTICO DE LA AMIBIASIS

Estudio comparativo *

Josi RuiLoBa § § y BeaTriz ZAvALA §

Se realiza un estudio comparativo de las reacciones serols-
gicas ditiles para el diagndstico de la amibiasis, La veaccidn
con particulas de ldtex cubiertas con antigeno amibiano
parece ser la mds sencilla y satisface los requisitos de una
prueba clinica, susceptible de ser praciicada por personal
no aliamente especializado. El uso de lay técnicas de titu-
lacidn de anticuerpos mediante hemaglutinacion indirecta
deberd guedar reservado a casos de interpretacion dificil.

Los primeros intentos para demostrar la presencia de
anticuerpos especificos en el suero de enfermes con ami-
biasis, fueron hechos por Dopter en 1905 * y por Izar en
1914.% * Ambos investigadores emplearon la técnica de
fijacién de complemento, para la cual utilizaron como an-
tigeno, extractos acuosos de materia fecal o de pus de abs-
cesos hepdticos amibianos. Craig en 1927,% % practicd
también Ia misma prueba pero utilizando por primera vez

# Trabajo presentado c¢n la sesién ordinaria de la Academia Nacio-
nal de Medicina, celebrada el 12 de mayo de 1971.

1 Académico numerario.

§ Instituto Nacional de la Nutricién.



como antigeno, un extracto alcohélico de
amibas cultivadas en medio especial.

Desde entonces son innumerables los
investigadores que mediante diferentes
técnicas seroldgicas han tratado de encon-
trar el método mas especifico y prictico
para el diagnéstico de la amibiasis. Los
resultados obtenidos han sido variables,
algunos hasta contradicterios, debido mds
que a la técnica empleada, a la proceden-
cia y composicién del antigeno.

El avance definitivo lo iniciaron Cle-
veland, Collier y Sanders en 1930,% 7 y
Rees y colaboradores en 1941, * cuando
lograron los primeros cultivos de Enta-
moeba bistolytica en medios sintéticos,
asociada a un s6lo simbionte, Lepiothri-
chia buccalis. Al poco tiempo, Jacobs en
1947 1 y Shaffer ** un afo después, tam-
bién obtuvieron abundante crecimiento
de amibas en cultivos monoxénicos con
Bacteroides symbiosus. En 1950, Phillips
y colaboradores,’® sustituyeron las bacte-
rias simbiontes por un protozoario, T'ry-
panosoma cruzi. Por ltimo, Diamond **
14 logrd preparar en 1961, el medio de
cultivo que lleva su nombre y por pri-
mera vez obtuvo un desarrollo abundante
de amibas sin microorganismos asociados,
o sea en cultivo axénico.

Estos descubrimientos, que llevaron a
obtener amibas in wifro asociadas a un
solo microorganismo, con sustancias an-
tigénicas que no interfieren con las pro-
pias de E. bistolytica; o bien, cultivos
axénicos, libres de bacterias y protozoa-
rios; han permitido la elaboracion de an-
tigenos mds puros y especificos, los que
ahora son empleados en las diferentes
técnicas seroldgicas conocidas.

Estas técnicas seroldgicas estin siendo
revaloradas por numerosos investigado-
res, con la idea de seleccionar las mas
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practicas y mas efectivas, en el diagndstico
de la amibiasis.

Con este propésito se ha realizado, en
el Hospital de Enfermedades de la Nu-
tricidn, el estudio comparativo de varias
de estas prucbas. Prevalece también el
deseo de contribuir a valorar la presencia
de anticuerpos antiamibianos en la pobla-
cién general, pues dada la endemicidad
de 1a amibiasis en nuestro pais, es logico
suponer que un gran nimero de personas
sanas pudieran tener un umbral diagnés-
tico en los titulos de anticuerpos, supe-
rior al de otras zonas donde la amiba rara
vez invade los tejidos del huésped.

Para su presentacién se divide el estu-
dio en dos partes:

1. Reacciones de hemaglutinacién in-
directa y de fijacién de complemento
practicadas en el suero sanguineo de per-
sonas con y sin amibiasis, con observacio-
nes acerca de la evolucion de los titulos
de anticuerpos en algunos enfermos con
amibiasis hepatica;

2. Estudic comparativo de las técnicas
seroldgicas anteriores con otras, en espe-
cial la de aglutinacién con litex.

Material y métodos

En todas las técnicas seroldgicas ensaya-
das, excepto en la de aglutinacién con
particulas de litex, se utilizé antigeno
monoxénico, que fue amablemente pro-
porcionade por los doctores Kessel y Le-
wis, quienes lo obtienen a partir de cul-
tivos de Emtamoeba bistolytica (cepa D.
BK.), en medio sintético y asociada 2
Mycoplasma ** ¢ o a Trypanosoma cru-
zy.17

Reaccion de bemaglutinacion indirecta

Para la elaboracién de esta prueba se si-
guié exactamente el método empleado
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Cuadro 1 Reaccién de hemaglutinacién indirecta en la amibiasis - 416 casos
No. de casos  Negativos Dudosos Positivos
Sin amibiasis
Asintomiticos 21 nifios 17 = (81.0%) 3= (15.0%) 1= ( 4.0%)
67 adultos 56 = (83.7%) 9= (13.4%) 2= ( 29%)
Con sintomas sugestivos ,
de amibiasis 120 79 = (65.8%) 38 = (31.7%) 3= ( 25%)
Total 208 152= (73 %)  50= (24.0%) 6= ( 3.0%)
Con amibiasis
Intestinal aguda 48 4= ( 83%) 8= (16:6%) 36 = (75.1%)
Absceso hepitico 160 2= ( 1.2%) 5= ( 3.1%) 153 = (95.7%)
Total 208 6= ( 29%) 13 = ( 63%) 189 = (90.8%)

por Kessel y colaboradores ** de la Es-
cuela de Medicina de la Universidad de
California y que ha sido descrito en varias
publicaciones. Se estudiaron los sueros
procedentes de 416 individucs, 208 de
ellos sin amibiasis comprobada. En 120
de estos ultimos, habia sintomas que su-
gerfan la presencia de la enfermedad,
pero estudios posteriores afirmaron otros
diagnésticos y a su vez negaron la etiolo-
gia amibiana.

La otra mitad fueron enfermos en quie-
nes el diagndstico de amibiasis se confir-
mé por los métodos habituales: 1) en
los casos con amibiasis intestinal, por los
sintomas, el aspecto caracteristico de las
lesiones del rectosigmoides y la identifi-
cacién morfolégica del trofozoito de E.
bistolytica en el material obtenido por
raspado de las mismas; 2) en los casos
de absceso hepatico, mediante los sinto-
mas de la infeccidn, la hepatomegalia do-
lorosa, los eximenes de laboratorio, el
centellograma, los rayos X, la prueba te-
rapéutica especifica y en algunos casos
la extraccién de material purulento del
absceso.

DIAGNOSTICO DE AMIBIASIS

Restltados. Los resultados se dividie-
ron en tres grupos:

1) negativos, para los sueros que die-
ron titulos inferiores al 1:32; 2} dudo-
sos para los inferiores a 512, y 3) posi-
tivos, aquéllos con titulos superiores a
1:2 000.

En el cuadro 1 se presentan los resul-
tados obtenidos con los 416 sueros estu-
diados per medio de la prueba de hema-
glutinacién indirecta. El 73 por ciento de
las personas sin ambibiasis mostraron ti-
tulos negativos o inferiores al 1:32 y 24
por ciento presentaron titulos entre 1:28
y 1:512.

La positividad de los titulos al 1:512
en este grupo de personas sin amibiasis,
puede deberse a invasiones asintomdticas
o subclinicas de la amiba, a consecuencia
de la endemicidad de la infeccién amibia-
na en nuestro medio.

En este grupo se encontraron seis per-
sonas con titulos al 1:2 000. En el caso
del nifio que se muestra en el cuadro, se
demostrd en exdmenes posteriores, la pre-
sencia de quistes de E. histolytica en el
intestino. Los dos adultos asintomaticos,
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también ahi sefalados, tenian anteceden-
tes de diarreas, pero no se logré identifi-
car la amiba en nueve exdmenes copropa-
rasitoscopicos que se les practicaron. Otro
de los casos correspondia a un médico de
la ciudad de México, sin antecedentes
de amibiasis y quien ademds mostré una
hemaglutinacién positiva a titulos altos
a la toxoplasmosis y que tampoco tenia
manifestaciones clinicas de esta enferme-
dad. Otro de ellos fue un enfermo con
carcinoma del higado, a quien en la au-
topsia, no se le encontraron signos de in-
feccién amibiana. Por altimo, el sexto
caso fue diagnosticado de colitis ulcerosa
inespecifica y en quien nunca se observa-
ron trofozoitos de E. histolytica, ni hubo
respuesta al tratamiento especifico.

De los 208 casos con invasidn tisular
de la amiba o amibiasis invasora, 189
(90.8 por ciento) mostraron titulos su-
periores al 1:2 000, de los cuales 153 co-
rrespondian a enfermos con amibiasis he-
pitica y 36 a amibiasis intestinal aguda.
Hubo seis casos con hemaglutinacién ne-
gativa, cuatro pertenecian al grupo de la
amibiasis intestinal.

Se observaron variaciones en los titu-
los desde negativos hasta cifras del
1:512 000. La magnitud de la aglutina-
cién no guardd relacidén con la gravedad
de la enfermedad, ni con el tiempo de
evolucidn de la infeccidén amibiana. Sin
embargo, en la mayoria de los casos los
titulos superiores al 1:512, se observaron
en enfermos con quince dias o mis de
evolucién de la invasién amibiana.

La variacién en la respuesta inmuno-
légica depende de numerosas circunstan-
cias, el sitio de la infeccién, la magnitud
del estimulo antigénico, la composicién
del antigeno amibiano mismo, la capaci-
dad inmunoldgica del huésped y otras.

Reaccidn de fijacion de complemento

La prueba ** se practicd solamente en 139
suercs, pues como ya ha sido mencionado
por varios autores, es frecuente que se
presente una reaccién anticomplementa-
ria. Los resultados se expresan en el cua-
dro 2.

También aqui se dividen los resultados
en tres grupos, negativos cuando los ti-
tulos fueron inferiores al 1:16, dudosos

Cuadro 2 Reaccién de fijacién de complemento en la amibiasis. 139 casos

No. de casos  Negativos Dudosos Positivos
Sin amibiasis
Asintomiticos 21 nifos 20=( 99.2%) 1= ( 0.8%) 0
10 adultos 10 = (100 %) 0 0
Con sintomas sugestivos
de amibiasis 37 35 = ( 94.8%) 2= ( 5.2%) 0
Total 68 65 = ( 95.5%) 3= ( 4.5%) 0
Con amibiasis
Intestinal aguda 21 4= ( 19.0%) 5 = (23.8%) 12 = (57.2%)
Abscesa hepitico S0 3=( 6 %) 9= (18 %) 38 = (76 %)
Total 71 7=( 98%) 14 = (19.6%) 50 = (70.6%)
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Cuadro 3

Diagndstico seroldgico de la amibiasis. Comparacién de

cuatro pruehas seroldgicas - 40 casos

No. de casos Hemaglutinacion Fijacion de C’ Doble Frecipitacion
difusion en tubo
en gel capilar
Neg. Dudosos Pos. Neg. Dudosos Pos. Neg. Pos. Neg. Pos.
Asinto-
méticos 10 7 3 0 10 0] 0 10 0 10 0
Amibiasis
intestinal
aguda 10 0 2 8 3 1 [ 7 3 7 3
Absceso
hepdtico 20 0 2 18 2 1 17 11 9 13 7

los comprendidos entre el 1:32 y el 1:64
y positivos con cifras mayores del 1 al
128.

Esta prueba mostré ser mis especifica,
aunque menos sensible que la de hema-
glutinacién, En las personas sin amibiasis
la reaccién fue negativa en 95.5 por cien-
to, dudosa en 4.5 por ciento y en ninguno
de los casos los titules fueron mayores del
1:64.

En cambio, en los enfermos con ami-
biasis se observaron titulos altos en 70.6
por ciento, que si se afladen a los dudo-
sos, hacen un total de 90.2 por dento,
resultados inferiores a los abtenidos con
la prueba de hemaglutinacién.

Segiin estas observaciones, la prueba
de fijacién de complemento debe consi-
derarse como positiva para el diagndstico
a titulos superiores del 1:32, puesto que a
este titulo, el niimero de casos sin ami-
biasis, fue insignificante.

Pruebas combinadas

En una segunda parte de esta investiga-
cién se comparan los resultados cbtenidos
en la titulacién de anticuerpos antiami-
bianos en 40 sueros, utilizando en cada
uno de ellos las técnicas de hemaglutina-
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cién indirecta, de fijacion de complemen-
to, de doble difusién en gel y de precipi-
tacion en tubo capilar,

Para las técnicas de doble difusién en
gel 1. 20, 21 y de precipitacién en tubo *
capilar, se siguieron estrictamente los mé-
todos recomendados por otros autores.

Los resultados expuestos en el cuadro
3 indican claramente que en nuestra ex-
periencia, las técnicas de doble difusién
en gel y de precipitacién en tubo capilar,
son inferiores como prueba diagndstica a
las de hemaglutinacién indirecta y de fi-
jacién de complemento. Los resultados
negativos en los sueros de personas sin
amibiasis muestran lo que ya ha sido ob-
servado por otros investigadores,*** que
las pruebas son quizd mds especificas,
pero menos sensibles.

Prueba de rzgiminac‘io'rz
con particular de ldtex *

Recientemente se ha desarrollado una
nueva prucba de aglutinacién, emplean-
do particulas de litex cubiertas con anti-
geno obtenido de cultivos axénicos de E.

# El material para esta prueba fue amablemen-
te propnrclOnada por los Laboratorios Miles de
Meéxico, 8. A. de C. V.

325



histolytica** Su sencillez y la posibilidad
de conseguirla para su empleo rutinario,
nos indujo a ensayarla y compararla con
la hemaglutinacién indirecta.

Se seleccionaron 206 sueros, 103 corres-
pondian a enfermos con amibiasis intes-
tinal o hepitica y 103 procedian de per-
sonas sin amibiasis comprobada.

En todos los casos se hicieron las prue-
bas simultineamente, aun en aquéllos a
los cuales se les habia practicado previa-
mente la reaccién de hemaglutinacién in-
directa. Por ser una prueba poco cono-
cida en el diagndstico de la amibiasis, a
continuacién se describe el método:

1) calentar los sueros a 56° C. du-
rante 20 minutos;

2) mezclar las particulas de litex con
el antigeno amibiano liofilizado y dejarlo
reposar dos minutos;

3) colocar en una laminilla una gota
de las particulas de litex cubiettas con
el antigeno y afiadir otra del suero pro-
blema;

4) mezclarlas con un aplicador y agi-
tar manualmente la laminilla durante cin-
€O minutos;

5) observar a simple vista la aglutina-
cién y en caso de duda verla al micros-
copio con el objetivo de menor aumento.

En el cuadro 4 puede observarse que
los 29 sueros de personas sin amibiasis
dieron resultados negativos con la prueba
del litex y a su vez todos mostraron ti-
tulos inferiores del 1:512 en la hemaglu-
tinacién.

De los 74 casos con sintomas sugesti-
vos de amibiasis hubo siete positivos al
litex; dos correspondian a enfermos con
carcinoma del higado, descritos anterior-

Cuadro 4 Reacciones de hemaglutinacion indirecta y de ldtex. Estudio compatativo. 206 casos

Hemaglutinacién indirecta Latex

”

- "

[T 8 £ g 8
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o « (=2 =] o =

s ¥ E g & z

zZz Z a & 4 =
o Sin amibiasis
mdticos 20 24= (827%) 5= (17.3%) 0 20 = (100 %) O
Con sinto-
mas sugesti-
vos de ami-
biasis 74 33= (716%) 19= (25.6%) 2= ( 28%) 67=(90.5%) 1= (95%)
Total 105 77 = (746%) 24 = (233%) 2= ( 21%) 96= ( 93.2%) 7= ( 6.8%)

Con amibiasis

Intestinal
aguda 15 1= ( 67%) 2= (13.3%) 12 = (80.0%) 3= ( 200%) 12= (80.0%)
Absceso
hepatico 88 3= (35%) 4= ( 45%) 81= (920%) 9= ( 105%) 79 = (89.7%)
Total 103 4= ( 38%) 6= (58%) 93=(904%) 12= ( 11.7%) 91 = (88.3%)
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mente, y de reaccién positiva a la toxo-
plasmosis, con titulos de hemaglutinacién
del 1:2 000. Los otros cinco presentaban
hemaglutinaciéon indirecta a titulo del
12812,

Los resultados obtenidos con los sueros
procedentes de enfermos con amibiasis
tisular o invasora, fueron practicamente
iguales en ambas pruebas.

Comentarios

La técnica de hemaglutinacién indirecta
para el diagnéstico de la amibiasis extra-
intestinal o invasora, es hasta ahora la
mas sensible para determinar la presencia
de anticuerpos antiamibianos en el sue-
ro de los enfermos.

Los resultados obtenidos por nosotros,
utilizando antigenos axénico y monoxé-
nico en forma comparativa en 43 casos,
fueron muy semejantes, lo que ademds
coincide con lo que informan otros inves-
tigadores que emplean exclusivamente el
antigeno axénico.*™

Los titulos de aglutinacién superiores
a 1:512 deben ser considerados en nues-
tro medio, como indicacién de infeccion
amibiana activa o relativamente reciente
y su valoracion definitiva deberd estar
de acuerdo con los sintomas y signos pro-
pios de la enfermedad. Los titulos de
cifras menores, sugieren invasiones tisula-
res asintomdticas o subclinicas de la ami-
ba, pero no excluyen tampoco una enfer-
medad activa incipiente.

La técnica de fijacion de complemento
para el diagndstico de la amibiasis es atil;
sin embargo, con frecuencia no se puede
practicar debido a que los sueros presen-
tan reaccién anticomplementaria. Los ti-
tulos positivos desaparecen con mayor
rapidez que con la prueba de hemagluti-
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nacién, lo que la hace maés especifica,
aunque menos sensible. Comentarios se-
mejantes se pueden hacer en relacién con
las técnicas de doble difusién en gel y de
precipitacién en tubo capilar.

La reaccién con particulas de litex cu-
biertas con antigeno amibiano, es en
nuestra experiencia la mis sencilla y qui-
zd de aplicacién universal, pues aunque
no muestra la sensibilidad de la prueba
de hemaglutinacién indirecta, si satisface
los requisitos de una prueba clinica y
puede ser practicada por personal técnico.
no especializado. En los casos de dificil
interpretacién puede recurrirse a la titu-
lacién de anticuerpos con la técnica de
hemaglutinacién indirecta.

Aunque se debe insistir en que todas
estas reacciones, al igual que cualquier
dato de laboratorio, deben valorarse de
acuerdo con los sintomas y otros recursos
de diagnéstico.

Se agradece la colaboracién del sedor doctor
Claudio Molina Pasquel en la parte inicial de
este trabajo y la de los doctores Jorge Maiste-
rrena y Enrique Tovar, del Depattamento de
Medicina Nuclear del Instituto Nacional de
la Nutricién en el estudio de la reaccién de
aglutinacién con particulas de litex.
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COMENTARIO OFICIAL

Francisco Bracr #

Probablemente en 1960 fuimos los primeros
en usar con éxito una reaccidn seroldgica en
la prictica clinica, con fines de diagndstico.
Dado que en aquella época los extractos an-
tigénicos que se podian obtener de las amibas
se encontraban contaminados con antigenos
de otros microorganismos, preferimos usar la
reaccién de inmovilizacion, en la cual el efecto
del anticuerpo se ohserva sobre la amiba mis-
ma.t-5 Esta prucba sigue dando buenos resul-
tados, aun cuando implica el inconveniente
de tener que mantener una cepa del parésito,
y por su laboriosidad, es limitado el nimero
de reacciones que se pueden hacer al dia.

Siguiendo la linea de las reacciones en anti-
geno particulado, desde 1964 trabajamos la
reaccidon de inmunofluorescencia,® 7 que tam-
bién es \til en la prictica de diagnéstico aun
cuando requiere equipo muy costoso y a bajos
titulos carece de especificidad. Otros autores
han contribuido después en el conocimiento
de esta reacci6n,

Trascendentales han resultado los trabajos
de Kessel, sobre la reaccién de hemaglutina-
cién con el antigeno de cultivo monoxénico
de amibas, que Ruiloba confirma plenamente
con una casuistica mds completa y estudiada
con todos los recursos modernos. Diversos
autores han hecho esta reaccién con antigeno
de cultivo axénico de E. histolytica también
con buenos resultados; pero ante los hechos
disponibles en la actualidad, no hay diferen-
cia significativa entre los resultados obtenidos
con antigenos de cultivo monoxénico o axé-
nico. Esto resulta de gran importancia pric-
tica.

Estando en Ginebra, hace aproximadamente
afo y medio conocimos, previos a su publica-
cion, los resultados de Elsdon-Dew sobre su
nueva reaccion de floculacién. Los resultados
de Ruiloba confirman plenamente los prime-
ros datos disponibles.

Sin lugar a dudas, la reaccion de flocula-
cién, por su sencillez y costo minimo, va a

* Académico numerario.
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desplazar a las otras en la prictica diaria de
diagndstico. Como Ruiloba indica, siempre serd
necesario el juicio clinico para emitir una
opinién diagndstica, pero las otras reacciones
tienen poco que afadir,

A la luz de nuestros conocimientos actua-
les, la reaccién de hemaglutinacién sélo tiene
ventaja en estudios de seroepidemiologia, que
al darnos la curva de los titulos de positividad
en una poblacién determinada, nos podra in-
formar sobre las probabilidades de encontrar
cuadros graves de amibiasis intestinal o he-
patica.

Las otras reacciones, por su costo y comple
jidad técnica, quedarin confinadas a su uso
en fines especiales de investigacién, como pu-
diera ser por ejemplo, la determinacidn de
fracciones antigénicas en una cepa determina-
da mediante los procedimientos de precipita-
cién en agar.
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Diarrea infantil estival. En los casos muy graves de esta enfer-
medad ({entero-colitis), cuando las evacuaciones son frecuentes,
pero siempre algo feculentas; cuando la temperatura llega de
38° C, 4 40° C.; el pulso 4 130-150; que la boca esté seca, la sed
devoradora, los ojos fijos; que haya insomnios, vdmitos, movi-
mientos continuos de la cabeza, gritos y otros sintomas de la
hiperemia cerebral, el Dr. Conegys, de Cincinnati obtiene resul-
tados admirables con inmersiones de los nifios en agua fresca y
hasta fria, 24 4 18° C. por 12 a 15 minutos, y repetidas cada tres
horas hasta que los sintomas alarmantes hayan cedido. (Gac.
Mgp. MEx. 13:415, 1878.)





