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Resumen

Obijetivo: estandarizar la técnica de ELISA IgM
en el diagndstico de absceso hepatico amebiano.
Disefo: estudio retrospectivo/prospectivo,
descriptivo, transversal, de tecnologias
diagnosticas para diferenciar etiologia en absceso
hepatico. Lugar: pacientes de diferentes zonas del
pais. Poblacion: se recolectaron tres grupos:
primero, pacientes con absceso hepatico amebiano,
absceso hepatico no amebiano o absceso hepatico
mixto; segundo, pacientes asintomaticos para
amebiosis intestinal y extraintestinal; tercero,
pacientes con hepatopatias diferentes.
Mediciones: ELISA IgG, IgM, inmunodifusién y
coprolégico, se determind el punto de corte para
IgM y tablas de contingencia de analisis
comparativo. Resultados: se recolectaron 81 casos
entre sintomaticos y asintomaticos. Absceso
hepatico amebiano 34, promedio de edad 36;
absceso hepatico no amebiano 18, promedio de
edad 45; absceso hepatico mixto 4; asintomaticos
23, rango de edad 5 - 49 y otras hepatopatias 2

(absceso por Ascaris lumbricoides y ecografia
hepética falsa positiva) con ELISA IgG e IgM (-).
Punto de corte ELISA IgM (+) e» 0.511. Sintomaticos
con absceso hepatico amebiano y absceso hepatico
mixto ELISA IgG e IgM (+) 21% e IgG (+) pero IgM
() 79%; absceso hepatico no amebiano ELISA IgG
e IgM (-) 100%. Pacientes asintomaticos con
complejo Entamoeba histolytica/Entamoeba dispar
y otros parasitos 100% (5/5) ELISA IgM (-) tanto los
de ELISA IgG (+) 2 como IgG (-) 3 pacientes.
Conclusiones: |a prueba de ELISA IgG sigue siendo
una herramienta diagnostica para discernir etiologia
amebiana en absceso hepatico. Se determind el
punto de corte para ELISA IgM con valor e» 0.511
para el diagnéstico de absceso hepético amebiano
con sensibilidad de 18% pero con especificidad de
100% y valor predictivo positivo de 100%. Palabras
clave: absceso hepatico, absceso hepatico
amebiano, Entamoeba histolytica, ELISA 1gG e
IgM.5
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Introduccion

La infeccion por Entamoeba histolytica puede
ser asintomatica en 90% o sintomatica 10% con
disenteria y amebiasis extraintestinal; en Colombia
se reportd una prevalencia de 12,1% en 1980 (1,2).
Sin embargo, el 1% de las personas infectadas
pueden desarrollar patologias potencialmente
fatales como la colitis amebiana fulminante o el
absceso hepatico amebiano (AHA) el cual
constituye un serio problema de salud publica con
una mortalidad del 2-10% en areas endémicas
como Birmania, China, India, Sur Africa, Colombia,
México y Venezuela (3).

Debido a las dificultades para diferenciar la
etiologia del absceso hepatico (AH) y diagnosticar
AHA, se han desarrollado diversas pruebas como la
hemoaglutinacion indirecta (HAI) (4), inmunodifusion
(ID)(5), ELISA (6) y Western-Blot (WB) (7) entre
otras. Actualmente, se utiliza la reaccién en cadena
de polimerasa (RCP) (8) y en nuestro medio la
prueba empleada es ELISA 1gG (6).

Dada la persistencia de titulos positivos por afios
para IgG detectada por ELISA en areas endémicas,
es necesario correlacionar el cuadro clinico con la
prueba. Una ELISA IgG (+) contra E. histolytica no
puede diferenciar una infeccién aguda de una pasada
en areas endémicas, aun no se cuenta con una
prueba que permita diferenciar infeccion reciente de
pasada (9,10). Por lo anterior, se hizo necesario
adaptar el ELISA IgM en pacientes con AHA.

Materiales y Métodos

Estudio retrospectivo/prospectivo, descriptivo,
transversal, de tecnologias diagnosticas para
diferenciar etiologia en absceso hepatico (11).
Prueba de referencia: ELISA IgG para E. histolytica
con punto de corte > 0.34 (6).

Poblacién y muestra

Se recolectaron 81 casos distribuidos en 3
grupos, entre sintomaticos y asintomaticos.
Pacientes sintomaticos 56 con AH, asintomaticos
23y 2 con otras hepatopatias cuyos sueros estaban
conservados a —20° C en el banco de la Unidad de
Parasitologia, Facultad de Medicina, Universidad
Nacional de Colombia. Alas muestras se les realizé
ELISA 1gG, IgM, inmunodifusion (ID) (12) y
coprologico. Agrupados asi:

Primer grupo, de 56 pacientes sintomaticos con
absceso hepatico (AH): 34 con AHA; 18 con
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absceso hepatico no amebiano (AHNA) y 4 con
absceso hepatico mixto (AHM) (9).

Segundo grupo, 23 pacientes asintomaticos para
amebiosis intestinal y extraintestinal, procedentes
de zona rural, municipio de Quipile (Cundinamarca).

Tercer grupo, 2 pacientes con hepatopatia
diferente, de posible reaccién cruzada con ELISA
IgG e IgM negativas,: AH por Ascaris lumbricoides
y ecografia hepatica falsa positiva (9).

Aspectos éticos: se obtuvo consentimiento
informado de los adultos o de los representantes
legales de los menores, cumpliendo con lo prescrito
segun la Declaracién de Helsinki, la Resolucion
No 008430 del Ministerio de Salud y el Decreto 2737
de 1989 del Codigo del Menor.

Se consideraron los siguientes grupos de
variables socio-demograficas: edad, género y
procedencia; exdamenes de laboratorio: ELISA IgG
e IgM y examen coprolégico por los métodos directo
y concentracion (6,9).

Examen directo en solucion salina fisiolégica
y coloracién con lugol

Se adicionaron alrededor de 1 6 2 mg de materia
fecal tanto en una gota de solucién salina fisiologica
(13) como en una de lugol (14). Se cubrieron las
preparaciones con una laminilla 22 x 22 mm y se
examind toda el area bajo la laminilla,
sistematicamente, en aumento de 100X - 400X.

Concentracion de formol-éter

Se adicionaron 12 ml de formol 10% a 2gr de
materia fecal y se homogenizé la muestra. Se filtro
el homogenizado y se le agregaron 2-3 ml de éter
etilico. Se aqit6 la mezcla vigorosamente durante
1-2 minutos y se centrifugdé a 1000 g. Se examino
al microscopio, el sedimento en una gota de lugol
(15).

Inmunodiagnéstico

Se recolectaron 2 ml de sangre y se
centrifugaron a 250 g durante 5 minutos, se separd
el suero de la muestra y se almacené a —20° C.
Luego se obtuvo el antigeno a partir de la cepa
HM1 de E. histolytica, se determinaron las
diluciones o6ptimas de: suero, Anti IgM humana
unida a fosfatasa alcalina y concentracion de
antigeno.
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El antigeno de E. histolytica se preparo a partir
de la cepa HM1, fue obtenido a partir de trofozoitos
cultivados en medio BI-S-33, suplementado con
mezcla vitaminica 107 (16,17).

Los trofozoitos fueron cosechados a partir de
los cultivos por centrifugacion a 700 g durante 5
minutos a 4°C y lavados 5 veces con solucion salina
fisiolégica estéril, pH 7.2 a 250 g a 4°C, durante 5
minutos cada lavado. Los parasitos fueron
sometidos a procesos de congelacion (-196°C) y
descongelacion (4°C), tres veces consecutivas.
Finalmente fueron sonicados en hielo durante 30
segundos a 20 kHz, repitiendo este procedimiento
5 veces en un equipo (Biosonik IlA). Para la
separacién, se centrifugé a 1000 g durante 10
minutos a 4°C y se determind la concentracion de
proteinas del sobrenadante por el método de Lowry,
se distribuy6 en alicuotas de 200 ul y se almacend
a —20°C.

Para la adaptacion del ELISA IgM se seleccion6
el suero positivo de un paciente con diagnostico de
AHA confirmado por manifestaciones clinicas,
ecografia hepatica, anticuerpos positivos contra E.
histolytica y respuesta al tratamiento con nitroimidazol
(8) y una muestra negativa de un individuo sano sin
antecedentes de disenteria amebiana, ni AHA. Estas
dos muestras fueron utilizadas durante la
estandarizacion, determinandose la concentracion
Optima de antigeno, diluciones de suero y conjugado
contra IgM humana.

Se utilizaron placas de poliestireno "Dynatech
Immunolon I". A cada pozo se le agregaron 100 ul
de antigeno diluido en solucién reguladora de
carbonato (0.05M, pH 9.6) en los rangos de 0.5 —
7.5 mg/ml, por triplicado. Después de tres horas
de incubacién en camara humeda a temperatura
ambiente, cada microplaca fue lavada tres veces
consecutivas durante 5 minutos con solucion
reguladora de fosfatos PBS (0.15M, pH 7.4), que
contenia 0.05% de Tween 20 ( PBS- T). Se
agregaron 100 ul de suero positivo y negativo por
triplicado, en diluciones que variaban entre 1:400,
1:800, 1:1600 y 1:3200. La microplaca se coloco
en camara humeda a temperatura ambiente
durante 2 horas. Posteriormente se lavo tres veces
con PBS-T. Se agregaron 100 ul de conjugado unido
a fosfatasa alcalina, en diluciones en el rango de
1:800, 1:2000, 1:4000, 1:8000, 1:10.000 y 1:15000
por triplicado y la microplaca se incubd durante 18
horas a 4°C. Una vez terminado este periodo se
hicieron 3 lavados como se describid previamente.

A continuacién, se adicionaron 100 ul por pozo de
para-nitro-fenil-fosfato en una relacién de 1mg/ml
en solucion reguladora de dietanolamina (0.1M, pH
9.8) y se incub6 a temperatura ambiente durante
30 minutos, al cabo de los cuales se detuvo la
reaccion mediante la adicion de 25 ul de NaOH
3N, a cada pozo. La presencia de los anticuerpos
fue determinada por la absorbancia a 405 nm en
un colorimetro Uniskan Il (6).

Analisis estadistico

Para establecer el punto de corte para ELISA IgM
se sumaron los valores de las absorbancias en las
muestras de pacientes sintomaticos y asintomaticos.
Para la discriminacion diagnéstica de IgM se calculo
el valor de la media, la mediana y los percentiles 25 y
75 de los valores de absorbancia de IgM para los
pacientes con diagnéstico confirmado de AH y para
los negativos (todos con ELISA IgG negativa), porque
la prueba de ELISA IgG es la prueba de oro o de
referencia (6,18). Luego se eligieron varios puntos
potenciales de corte, usando los valores de estas
distribuciones y para cada uno de ellos se construyeron
tablas de contingencia para calcular sensibilidad y
especificidad de los diferentes puntos de corte. Luego
se procedié a realizar las tablas de contingencia, para
hacer analisis descriptivo comparativo de ELISA IgM
con relacion a ELISA IgG para cada uno de los grupos;
de igual forma se procedié para comparar el ELISA
IgG e IgM con el resultado del coprolégico (19). La
base de datos y el andlisis se realizé en Microsoft Excel
2000 y en Epi Info 6.4.

Resultados

En este estudio se recolectaron 81 casos entre
sintomaticos y asintomaticos. Los sintomaticos,
primer grupo AHA 34, AHM 4, AHNA 18 y tercer
grupo con otras hepatopatias 2 (AH por Ascaris
lumbricoides y ecografia hepatica falsa positiva para
AH, negativos para ELISA IgG e IgM) y los
asintomaticos, segundo grupo, de 23 pacientes.

La ID fue positiva (91% de pacientes con AHA y
100% de AHM) y negativa (100% de AHNA y
asintomaticos). El promedio de edad para AHA,
AHNA y asintomaticos fue 36, 45 y 20 afios y la
relacion hombre-mujer de 24/5, 11/5 y 9/14
respectivamente.

Estandarizacion ELISA IgM:
La concentraciéon optima de antigeno de E.
histolytica fue de 1.25 ug/ml, dilucién optima de
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suero de 1:800 y de conjugado 1:10.000. Para el
punto de corte se analizaron 41 muestras que eran
IgG negativas, se sacé el promedio del ELISA IgM
y se aplicaron dos desviaciones estandar para
obtener el punto de corte e» 0.54. Al utilizar
diferentes puntos de corte basados en la distribucion
de percentiles encontramos que con un punto de
corte de 0.20 la sensibilidad de la IgM era de 68%
y la especificidad 67%, con un punto de corte e»
0.511 la sensibilidad 18% y la especificidad 100%.

Las tabla 1-3 muestran la distribucion de
sintomaticos y asintomaticos. En las tablas 2 y 3
se presentan los pacientes asintomaticos que
tenian alguno de los siguientes parasitos: Giardia
duodenalis, Entamoeba coli, Entamoeba hartmanni,

Endolimax nana, lodoamoeba bustschlii, Ascaris
lumbricoides, Trichuris trichiura, Uncinaria sp y
Blastocystis hominis.

Discusion

En Colombia la prueba estandarizada de ELISA
IgG es de bajo costo y esta disponible en algunas
capitales y centros de referencia del pais (6). Otros
investigadores han usado la prueba de ELISA para
la determinacion de IgG, IgM, Ig A y subtipos de
IgG en sueros de pacientes infectados con E.
histolytica en areas endémicas (20). En este
sentido, diversos autores han encontrado que los
sueros de pacientes con colitis amebiana y AHA
tienen valores mas altos, en todos los subtipos de

Comparacién ELISA IgM - IgG de pacientes sintomaticos

 AHA-AHM* AHNA
- 19G (+) 19G ()
2]
o IgM > 0.511 (+) 8(21%) 1(6%) 9
<0.511 (5 30 (79%) 17 (94%) 47
Total 38 18 56

* AHM 4 con ELISA IgG (+) e IgM (-).

Comparacién de ELISA IgM - IgG de pacientes asintométicos*

Complejo E. histolytica / E dispar

< o 19G (+) 19G ()

g IgM > 0.511 (+) 0 0 0

m <0511 () 2 3 5
Total 2 3 5

*Complejo E. histolytica / E. dispar (+).

Comparacién ELISA IgM - IgG de pacientes asintomaticos*

19G (+) 19G ()
e IgM >0.511 (+) 1(6%) 1(6%) 2
= <0511 () 1(6%) ~ 15(82%) 16 -
u Total 2 16 18

*Complejo E. histolytica / E dispar (-).

' nfECt I 0 ..............................................
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anticuerpos, en comparacion con los individuos
sanos (10). Dada la persistencia de titulos positivos
por afios para ELISA IgG en areas endémicas no
se puede diferenciar una infeccion aguda de una
pasada, por tanto es necesario correlacionar el
cuadro clinico con el resultado de ésta, razoén por
la cual se propuso estandarizar ELISA IgM (6,9).

Para estandarizar el ELISA IgM las condiciones
de la concentracion 6ptima y diluciones fueron
similares a los de la prueba de ELISA I1gG
estandarizada por Nicholls y colaboradores (6). Se
compararon los 38 pacientes sintomaticos (AHA o
AHM) encontrandose que el 21% presentaron
simultdneamente IgG e IgM positivas y 1 de los
pacientes 18 con AHNA present6 IgM positiva.
Shetty y colaboradores reportaron titulos altos de
IgG (+) pero IgM (+) con titulos bajos en pacientes
con AHA (21). En el mismo sentido Hock vy
colaboradores informaron el 43.6 % de positividad
para IgM en contraste con el 97.4% para 1gG (20),
hallazgos similares fueron encontrados en el estudio
realizado por Pinilla y colaboradores que reportaron
el 100% de positividad para IgG. Ademas, es
importante analizar que los cuatro pacientes con
AHM presentaron IgM negativa, lo que induce a
pensar que es posible que estos pacientes tenian
un AHNA y que el ELISA IgG positivo era memoria
inmunoldgica (9).

Por otra parte, dado que el AHA suele ser una
patologia cronica, el 76% de los pacientes con AHA
fueron negativos para IgM ya que esta es de
respuesta inmunoldgica primaria. Es asi como
Jakson y colaboradores encontraron en 56
pacientes con AHA IgG (+) en el 100% e IgM (+) en
el 40%, los niveles de IgM se negativizaron mas
rapido que los de 1gG; los hallazgos sugirieron que
la presencia de IgM (+) junto a IgG (+) es indicativa
de infeccién activa (22). En el mismo sentido,
Baveja y colaboradores, en un estudio de la cinética
de IgG e IgM en pacientes con AHA encontraron
que lo niveles de IgM especifica declinaron
significativamente en tres meses mientras que los
titulos de IgG persistieron, es asi como los
anticuerpos IgM parecen ser indicador de actividad
en amebiosis invasiva (23).

Al comparar muestras de pacientes
asintomaticos para amebiosis, con presencia del
complejo E. histolytica/E. dispar se encontré que
todos tenian IgM (-), 2/5 presentaron IgG (+) con
IgM (-) y los 3 restantes mostraron tanto IgG como
IgM (-). Estos resultados permiten inferir que la IgG

se eleva cuando ha habido contacto tisular con E.
histolytica (10).

De los individuos asintomaticos negativos para
el complejo E. histolytica / E. dispar el (82%)
presentaron ELISA IgG e IgM (-) y 2 presentaron
IgM (+) esto hace pensar que el ELISA IgM pueda
tener reaccion cruzada con otras patologias. Shetty
y colaboradores, han informado estudios de
amebiosis con anticuerpos monoclonales que
posiblemente al ser mas especificos no presenten
reaccion cruzada a diferencia de los componentes
de la técnica utilizada en este estudio con
anticuerpos policlonales (21). Por tanto, una vez
mas, se reconfirma la importancia de la historia
clinica para correlacionarla con los resultados de
laboratorio con el fin de definir el diagnostico y el
tratamiento del paciente.

Por tanto, se debe continuar la busqueda de
nuevas alternativas diagndsticas que le permitan
al clinico establecer con mayor certeza el
diagnéstico y el tratamiento en forma oportuna y
adecuada si el paciente presenta infecciéon por E.
histolytica. Es importante tener en cuenta, que se
puede diferenciar una infeccién por E. histolytica
reciente de una pasada, mediante las técnicas de
biologia molecular, las cuales estan en
investigacion en otros paises y por ahora no pueden
ser utilizadas cotidianamente en nuestro medio
(8,10).

En conclusién, la prueba de ELISA IgG sigue
siendo una herramienta diagnodstica para discernir
la etiologia amebiana en absceso hepatico. Se
determind el punto de corte para ELISA IgM con
una absorbancia > 0.511 para el diagnostico de
absceso hepatico amebiano con una sensibilidad
del 18%, una especificidad del 100% y un valor
predictivo positivo del 100%. &
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Objective: to standardize the IgM antibody
detection ELISA test for diagnosis of amebic liver
abscess. Design: retrospective/prospective, cross
sectional descriptive study of diagnostic techniques
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for establishing the amebic etiology of infectious
liver abscess. Place: patients from different regions
of Colombia. Population: patients were classified
into three groups: Group 1: patients with amebic
liver abscess, non-amebic liver abscess or mixed
liver abscess; Group 2: asymptomatic patients for
intestinal or extraintestinal amebiasis; Group 3:
patients with different liver abnormalities.
Measurements: ELISA IgG, IgM, ID and stool
examination; the cut-off value for IgM was
established and 2 x 2 tables were done for
comparative analysis. Results: 81 cases, either
symptomatic or asymptomatic were studied; Amebic
liver abscess: 34 patients, average age 36; non-
amebic liver abscess: 18 patients, average age:
45; mixed liver abscess 4 patients; asymptomatic
patients 23, age range: 5-49; other liver
abnormalities: 2 patients with negative ELISA IgG-
IgM (1 abscess caused by Ascaris lumbricoides and
one false positive liver ultrasound). Cut-off for
positive IgM ELISA test: > 0.511. 21% of
symptomatic patients with either amebic or mixed
liver abscess had a positive IgM-ELISA test and
79% had a positive IgG-ELISA but a negative IgM-
ELISA; 100% of the non-amebic liver abscess
patients had negative 1gG and IgM ELISA tests. All
(5/%) the asymptomatic patients with a positive stool
examination for the E. histolytica/E. dispar complex
and other intestinal parasites had a negative IgM-
ELISA test, including two of them with a positive
IgG-ELISA and three with a negative IgG-ELISA.
Conclusion: the IgG-ELISA test continues to be a
good diagnostic tool for confirming the amebic
etiology of infectious liver abscess. The Ig-M ELISA
test for amebic liver abscess had a cut-off point of
0.511; its sensitivity was 18%, its specificity 100%
and its positive predictive value 100%. Key words:
liver abscess, amebic liver abscess, Entamoeba
histolytica, 1gG and IgM ELISA.
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