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RESUMEN

OBJETIVOS: El propoésito del presente estudio fue utilizar pruebas inmunoenzimaticas
(ELISA) para estudiar la prevalencia de Entamoeba histolytica v Entamoeba dispar en una
localidad urbano marginal de Lima (Callao). MATERIAL Y METODOS: Se utilizaron dos
ELISA: uno que detecta E. histolytica y E. dispar (ELISA Entamoeba), y otro que identifica
especificamente a E. histolytica. RESULTADOS: Se obtuvieron aleatoriamente 128 muestras
de heces, de las cuales 13 (10 %) fueron positivas por microscopia a E. histolytica o E. dispar,
siendo sé6lo 7 positivas por ELISA-Entamoeba (sensibilidad = 54 %). De las 115 muestras ne-
gativas, s6lo 5 fueron positivas por ELISA-Entamoeba (especificidad = 96%). No se detecté
E. histolytica en la poblacion estudiada. CONCLUSIONES: No hubo una buena correlacién
entre la identificacién microscépica y la prueba de ELISA que identifica E. histolytica o E.
dispar, probablemente debido a una sobreestimacion en la identificacién morfolégica.
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PREVALENCE OF E. histolytica AND E. dispar BY MEEANS OF MICROSCOPY AND ELISA
IN A SUBURB OF LIMA

SUMMARY

OBJECTIVES: To assess the prevalence of E. histolytica and E. dispar in a marginal population
of Callao, Lima, using ELISAs. MATERIAL AND METHODS: Two ELISAs were used, one
of them for both Entamoeba species (Entamoeba-ELISA), and an E. histolytica-specific ELISA.
RESULTS: 128 stool samples from randomized Callao inhabitants were microscopically
examined. Thirteen (10%) were microscopically diagnosed as having E. histolytica or E. dis-
par infection; and 7 (6 %) were positive to Entamoeba—ELISA (sensitivity = 54%). Five of the
115 samples without cysts of E. histolytica or E. dispar were Entamoeba ELISA positive
(specificity = 96%). All samples were negative to the E. histolytica-specific ELISA.
CONCLUSIONS: The correlation between the microscopical identification and Entamoeba-
ELISA was not good, it may be due to an overvaluation of the morphological diagnosis.
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INTRODUCCION

Entamoeba histolytica es un protozoario patégeno
que habita el intestino grueso del hombre, produciendo
cuadros digestivos ligeros o graves, como perforacién
intestinal, abscesos en diferentes organos (principal-
mente higado), y ocasionalmente Ia muerte. Se estima
que anualmente cerca de 500 millones de personas en
el mundo se infectan con ¢l parésito, la mayoria de las
cuales no experimentan sintomas, existiendo el parasi-
to como un comensal intestinal. Sin embargo, cerca del
10% de los infectados desarrolla la enfermedad, desa-
rrollando algin upo de sintomatologia clinica ('). La
razén para esta gran diferencia entre el namero de in-
fectados y de enfermos ha sido mejor explicada recien-
temente. Se ha demostrado que £. histolytica involucra
en realidad a dos especies morfoldgicamente idénticas
pero genéticamente distintas: una especie patdgena para
la cual se haretenido el nombre de £. hisrolytica, y una
especie no patdgena a la cual se le ha denominado £.
dispar (*). Estas dos especies han sido diferenciadas
por andlisis de isoenzimas (**), tipificacién de antigenos
de superficie con anticuerpos monoclonales (%),
secuenciamiento del ARN ribosomal (¢) y mediante
analisis del polimorfismo de longitud de los fragmen-
tos de restriccidn (7).

La importancia de distinguir E. histolyticay E. dis-
par se debe al hecho que E. iistolytica es la causa de
todos los casos de colitis y abscesos hepdticos, aunque
también puede ocasionar una infeccién asintomatica,
mientras que E. dispar no ocasiona enfermedad ni re-
quiere terapia. La identificacién y diferenciaciéon de E.
histolytica y E. dispar en muestras de heces estd limi-
tada a observar glébulos rojos en trofozoitos de £.
histolytica al examen microscépico, dado que los dos
pardsitos son idénticos en apariencia. Mds adn, la
microscopia es de bajo rendimiento cuando los parasi-
tos son escasos y, ademds, se requiere de un alto grado
de entrenamiento para evitar los falsos positivos. El
cultivo de Jos pardsitos es un método mds sensible que
la microscopia (¥), y el andlisis de isoenzimas de las
amebas cultivadas permite la diferenciacién entre E.
histolytica y E. dispar. Sin embargo, ambas técnicas
requieren de personal capacitado y de condiciones de
laboratorio poco usuales en el diagndéstico clinico en
paises como el nuestro, ademds se requieren 1-2 sema-
nas para completar el trabajo.

En el Pert, la prevalencia de amebiosis (o amebiasis),
o sea portadores de amebas intestinales con morfologia
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de E. histolyrica, varia segiin las regiones geograficas y
distribucién de las poblaciones, siendo mds prevalente
en la Sierra. LLa amebiosis se ha reportado con mas fre-
cuencia en los departamentos de Junin (53%), Cuzco
(38,6%). Arequipa (30%) y Puno (16%) (*'?). Para Lima
se ha reportado una prevalencia del 3% ('*). Estas en-
cuestas coproparasitolégicas han utilizado la identfica-
c1dén microscédpica de quistes o trofozoitos en muestras
concentradas o tefiidas permanentemente, lo que puede
haber dado lugar a una sobreestimacion de la real preva-
lencira de la infeccién por E. hisrolytica.

Un grupo de expertos sobre amebiasis de la OMS/
OPS/UNESCO harecomendado el desarrollo de mejo-
res métodos para el diagnéstico especifico de la infec-
cién por E. histolytica, poniendo énfasis en el empleo
de técnicas apropiadas para los paises en desarrotlo (%).
Dentro de estas técnicas se considera que el ensayo
inmunoenzimadtico para la bisqueda de coproantigenos
es la metodologia mds simple y efectiva para la identi-
ficacién de individuos infectados con E. histolytica (3),
teniendo la ventaja de poder ser usada en el campo, asi
como de contar con los reactivos comerciales.

En nuestro pais. la prevalencia de la amebiosis esta
basada en la identificacién microscédpica del parasito
en las heces, pero debido al bajo rendimiento del méto-
do y a la imposibilidad real de distinguir entre E.
hisrolyticay E. dispar, desconocemos la real prevalen-
cia de la infeccidn por E. histolviica en la poblacién
peruana. El propdsito del presente estudio fue utilizar
pruebas inmunoenzimaticas (ELISA) para estudiar la
prevalencia de E. histolytica y E. dispar en una pobla-
cion de Lima.

MATERIALES Y METODOS

Poblacién en estudio

El estudio fue realizado en una localidad urbano
marginal de Lima — Callao: el Asentamiento Humano
“Tiwinza”, durante junio de 1998. El universo estuvo
compuesto por 200 familias, de las cuales se tomé una
muestra al azar de 128 pobladores, que incluyd nifios y
adultos de ambos sexos.

Muestras de heces

Las muestras fueron colectadas en recipientes de
poliestireno expandible (Teknopor®) con tapa, transpor-
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tadas al laboratorio y divididas en dos porciones: una
porcidn fue disuelta en solucién salina con formol al 10%
y la otra porcién fue mantenida a 4°C o a -20°C, sin
preservante. y utilizada para la deteccidn de antigeno.

Identificacién de los parasitos por microscopia

Se realizé el examen directo de las muestras colo-
cdndose una pequefia porcion de heces sobre una lami-
na portaobjetos y se le mezclé con una gota de Lugol.
Se utilizo también el método de sedimentacidn rdpida
modificado (') como técnica de concentracién, El se-
dimento obtenido fue procesado en forma similar al
descrito para el examen directo. El criterio de identifi-
cacidnde E. histolytica o E. dispar fue la deteccién de
quistes que midieran entre 10-20 um con dos o cuatro
nicleos que tuvieran el patrén de cromatina caracteris-
tico (™). Asimismo, se registré todas las especies de
parasitos observados.

Deteccién de antigeno

La prueba de ELISA Enramoeba (TechLab,
Blacksburg, Va.), disefiada para detectar pero no dife-
renciar E. histolytica y E. dispar en muestras de he-
ces, fue aplicada al total de las muestras. siguiendo
las instrucciones del fabricante. La prueba de ELISA
E. histolytica (TechLab, Blacksburg, Va.), que detec-
ta sélo E. hisrolytica en heces, se aplicé a todas las
muestras que tuvieran prueba de ELISA Entamoeba
positiva. Ambas pruebas estdn basadas en un ELISA
de captura de antigeno. La especificidad de las prue-
bas se debe a que el ELISA Entamoeba utiliza
anticuerpos que detectan los epitopes comunes de la
adhesina (antigeno) de £. histolytica 'y E. dispar, y el
ELISA E. histolyrica emplea anticuerpos especificos
para los epitopes de la adhesina de E. hisrolytica. La
lectura de la prueba se realizé a simple vista dado que
la reaccién fue de corte claro.

Anailisis estadistico

El hallazgo de amebas clasificadas morfoldgi-
camente como E. histolytica o E. dispar utilizando la
microscopia de luz se considerd como el “parimetro
de oro” (gold standard) a comparar. La sensibilidad del
ELISA Entamoeba fue calculada dividiendo el nimero
de muestras identificadas como positivas por
microscopfa y ELISA entre el nimero de muestras po-
sitivas sélo por microscopia. La especificidad del
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ELISA Entamoeba fue calculada dividiendo el nimero
de muestras detectadas como negativas por microscopia
y ELISA entre el nimero de nuestras negativas por
microscopia.

RESULTADOS

De las 128 muestras de heces estudiadas, trece (10%)
fueron positivas por microscopia a E. histolyrica o E.
dispar. de las cuales el ELISA Entamoeba identificod 7
muestras como positivas (Tabla N° 1), obteniéndose una
sensibilidad de 54%. De las 115 muestras que fueron
negativas por microscopia, sélo 5 fueron positivas por
el ELISA Entamoeba, dando una especificidad de 96%.
Por otra parte, 2 de las 13 muestras positivas por
microscopia tuvieron simultdneamente £. hiistolytica o
E. dispary E. hartmanni, las cuales fueron negativas
al ELISA. Todas las muestras examinadas por ELISA
E. histolytica fueron negativas.

Tabla N° 1.- Comparacién de los resultados obtenidos
por microscopia y la prueba de ELISA Entamoeba
para las mismas muestras fecales.

Resultados por microscopia

Resultados del

Positivos Negativos
ELISA Enramoeba n n
Positivos 7 S
Negativos 6 110
Total 13 115
DISCUSION

El examen microscépico de heces de la poblacién
estudiada reveld una prevalencia de infeccién por
Enramoeba del 10%; sin embargo, debido a que las
muestras de heces examinadas no fueron frescas, no
fue posible obtener cultivos de ellas y no se pudo con-
firmar los resultados obtenidos por el examen micros-
cépico. Varios investigadores han revelado que la
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microscopia proporciona muchos casos falsos positi-
vos (*¥1%17) Agi, en Bangladesh, de todos los nifios con
diarrea diagnosticados de amebiosis por microscopia.
s6lo el 40% de los casos fueron confirmados cuando se
emplearon métodos especificos (cultivo y andlisis de
1soenzimas, y deteccidn de antigeno). Mds adn, fa ma-
yoria de casos diagnosticados de amebiosis mediante
métodos especificos no fueron detectados por la
microscopia ('¢).

La deteccidn de la adhesina del pardsito (antigeno)
en heces por el método ELISA Entamoeba revels una
prevalencia de 9% en Lima. La prueba tuvo una alta
especificidad (96%), aunque no hubo una buena corre-
lacidn con los casos positivos detectados por
microscopia. Esta falta de concordancia puede deberse
a los falsos positivos que la identificacién microscépi-
cade E. histolytica o E. dispar puede originar. En un
reciente estudio, ninguna de las muestras que fueron
positivas por microscopia pero negativas por cultivo
fueron reactivas por el ELISA Entamoeba para la de-
teccion de antigeno (8). Sin embargo, la mayoria de las
muestras que fueron simultdneamente positivas a la
microscopia y al cultivo fueron correctamente identifi-
cadas por el ELISA para deteccién de adhesina (%).

Dos de las muestras positivas por microscopia, pero
sin demostracién de antigeno, tuvieron una simultdnea
presencia de E. histolyticalE. dispar y E. hartmanni,
un hecho que revela la importancia de una adecuada
medicién de los pardsitos ('*), la cual es una metodolo-
gia sujeta a error.

De gran significado es la ausencia de E. histolytica
en la poblacion estudiada de Lima - Callao, observa-
cion similar a la de otros investigadores, quienes en-
contraron que la infeccién simultdnea con E. dispary
E. histolytica es un evento infrecuente ('%'9). Esto esta-
ria reflejando que la infeccidn por E. dispar es mucho
mas comin que la infeccidn por E. histolytica en
asintomadticos.

En conclusién, el empleo de técnicas de
inmunodiagnéstico (ELISA) para confirmar la presen-
ciade E. histolyrica debe ensayarse en mayor numero de
casos. Nuestros resultados preliminares presentados aqui
indican su utilidad; por lo cual deberia seguirse el si-
guiente esquema: Todo examen de heces en el que se
observe amebas con caracteristicas morfolégicas de E.
histolytica o E. dispar deberia ser sometido a una prue-
ba de ELISA Entamoeba para confirmar este hallazgoy
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aquellas muestras de heces con ambos resultados positi-
vos deberian ser evaluadas con ELISA E. fiistolytica para
identificar la infeccidn por E. histolytica en heces.
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