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RESUMEN

Introduccion. Entamoeba histolytica agente causal de la amibiasis, caracterizada por la
destruccion de células, matriz extracelular, e invasién a tejidos del huésped por los trofozoitos.
Las especies que infectan al hombre, incluyen la patdgena e invasiva E.histolytica y las
comensales Entamoeba dispar y Enatamoeba moshkovskii, indistinguibles morfolégicamente.
Las infecciones asintomadticas no invasivas se atribuyen ahora a E.dispar. La Organizacion
Mundial de la Salud recomendé el desarrollo de métodos diagndsticos para distinguir la
especie invasiva de las comensales y la reestimacion de su distribucion en la poblacion
mundial, por las implicaciones en el tratamiento, sobre todo de poblaciones marginadas y
vulnerables infectadas que pudieran desarrollar una amibiasis invasiva sintomatica. El gene
EhCBP-C13 de Entamoeba codifica para una proteina de unidn especifica a coldgena, que se
encuentra presente en ambas especies, pero en E. dispar no se expresa mientras que en
pacientes que cursan una infeccion amibiana hepatica activa, se detectan titulos altos contra
esta proteina. Objetivo. evaluar un método diagndstico seroldgico para detectar infecciones
amibianas invasivas (E.histolytica) mediante el péptido recombinante rEhCBP-C13, en un
ensayo tipo ELISA. Métodos. El método rEhCBP-C13-ELISA, se contrastd con examenes de
observacion microscépica directa (prueba estandar)y se analizé con base al indice de kappa
para evaluar su correlacion diagndstica. Resultados. Se encontré una frecuencia de 18.2% y
24.2%, por examen de observacion microscopica directa y por la prueba de ELISA,
respectivamente. Se encontrd una asociacion entre el porcentaje de muestras positivas hacia
la presencia de anticuerpos anti-rEnCBP-C13, y la presencia de sangre en heces (p=0.0003).
Mediante un andlisis kappa obtuvimos una proporcién de concordancia relativa o esperada
de Pc = 0.663 y una proporcidon de concordancia absoluta de Po = 0.939. Conclusion. La
proteina rEhCBP-C13 en este estudio mostro ser eficaz para el serodiagndstico de infeccion
por E. histolytica en personas con disenteria amibiana.

Palabras clave: Entamoeba histolytica, diagndstico amibiasis, proteina de unién a colagena,
colitis amibiana, Yucatan

ABSTRACT
Introduction. Amebiasis is caused by Entamoeba histolytica, and it is characterized by cell
damage, disruption of the extracellular matrix in the host, and invasion to the tissues due to
trophozoites of the parasite. Reclassification of amebas includes to E. histolytica — an invasive
human pathogen, and the commensals Entamoeba dispar y Entamoeba moshkovskii —which
are morphologically indistinguishable. Non-invasive asymptomatic infections are attributable
to E. dispar. The World Health Organization has established research priorities about the
developing diagnostic methods that can distinguish invasive from commensal species, and has
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emphasized the re-estimation on the distribution of different species of world populations
because of the impact on its treatment, particularly on low income populations that might
develop invasive symptomatic amebiasis. The gene EhCBP-C13 from Entamoeba codes for a
protein which has the ability to specifically bind to collagen that despite of being expressed in
both species, expression on E. dispar is very low. High titers to this protein have been found in
patients that present active hepatic amoebal infections. Objective. To evaluate a diagnostic
method to detect invasive amoebal infections by E. histolytica through the use of EhCBP-C13
in ELISA type tests. Methods. The ELISA test performed with rEhCBP-C13 recombinant
peptide was compared with staining direct observations (golden test). Kappa coefficient was
used to evaluate diagnostic correlation. Results. An amebiasis frequency of 18.2% and 24.2%
was found on parasitoscopic examinations and ELISA tests, respectively. An association
between the percentage of positive samples to the presence of anti-C13 rEhCBP antibodies,
and the presence of blood in stool (p = 0.0003) was found. Kappa correlation analysis
demonstrated a relative concordance of Pc=0.663 and an absolute concordance of Po=0.939.
Conclusion. rEhCBP-C13 protein proved to be efficient for the serological diagnosis of
Entamoeba histolytica infection in people with amoebal dysentery.
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INTRODUCCION.

La amibiasis se define como Ila infeccién
producida por el protozoario parasito
Entamoeba histolytica, la cual se caracteriza en
su fase invasiva por la destruccién de células y
tejidos de los drganos infectados. La infeccidon
por E. histolytica ocurre a nivel mundial, pero es
mas prevalente en el trépico. Esta parasitosis es
adquirida por la ruta fecal-oral, a través del
consumo de alimentos o agua contaminados
con los quistes de las amibas, es decir, con la
forma resistente del parasito. Esta parasitosis es
considerada como la segunda causa de muerte
debido a infecciones parasitarias (1) y afecta
aproximadamente al 10%-12% de la poblacién
mundial. Sin embargo, la mayoria de las
infecciones permanecen como asintomaticos y
solo aproximadamente el 10% de la poblacién
infectada desarrollan las formas invasivas
manifestandose principalmente como dos
principales sindromes clinicos: la colitis
amibiana y los abscesos amibianos (1), aunque
el principal érgano colonizado e invadido por el

pardsito es la mucosa intestinal del sigmoides y
colon.

En las dos ultimas décadas se planted un
panorama poco claro respecto a la biologia del
pardsito, ya que se estima que de los
aproximadamente 500 millones de seres
humanos infectados en el mundo por
Entamoeba, el parasito en la mayoria de las
infecciones permanece como comensal en el
intestino, produciendo quistes maduros que se
excretan en las heces sin producir sintomas
aparentes de enfermedad, es decir como
comensales, y solamente el 10% de los
infectados desarrollaban una enfermedad
invasiva (2). Estos hechos condujeron a posturas
controversiales de considerar la existencia de
una o dos especies diferentes del parasito, uno
comensal que potencialmente podia causar
enfermedad, o la existencia de dos especies
indistinguibles morfolégicamente, una capaz de
invadir los tejidos, y otra diferente no patégena
gue siempre permanecia como comensal.
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Actualmente, se considera en base a pruebas
bioquimicas y analisis de genes altamente
conservados (3-7), la existencia de dos especies
morfoldgicamente idénticas pero
genéticamente distintas: E dispar, organismo no
patédgeno que no causa signos de enfermedad o
invasion de la mucosa y E. histolytica agente
causal de la colitis amibiana y todas las formas
de amibiasis extraintestinal (5, 6, 8).
Complicando el panorama epidemiolégico,
recientemente se ha considerado la presencia
de otra amiba comensal Entamoeba
moshkovskii, que también es indistinguible
morfolégicamente (9). El método diagndstico
mas frecuentemente usado en el laboratorio de
diagnéstico clinico rutinario, sobre todo en
comunidades  vulnerables con  recursos
econdmicos bajos y servicios limitados de salud,
es la observacion microscopica de quistes y/o
trofozoitos (en casos de disenteria). Sin
embargo, las tres especies no pueden ser
diferenciadas microscdpicamente vya que
morfoldgicamente son indistinguibles.

Ante este panorama se hace evidente el
desconocimiento de la distribuciéon mundial y la
magnitud de la infeccidn con estas tres especies
de Entamoeba, ya que la mayoria de los
diagndsticos se siguen basando en el
microscopio que no permite diferenciarlas. El
diagndstico microscdpico es poco preciso, vy el
consecuente retardo en el tratamiento son dos
hechos muy comunes entre los 50 millones de
pacientes que se estiman padecen de amibiasis
invasiva cada afio (10).

La Organizacion Mundial de la Salud ha
establecido recomendaciones respecto al
enfoque de investigacion en amibiasis, con
énfasis en la reestimacién de la distribucién de E.
histolytica y E. dispar en la poblacion mundial,
debido a sus implicaciones tanto en el ambito
clinico como epidemioldgico, para el correcto
diagnéstico y tratamiento, sobre todo en
poblaciones marginadas y  vulnerables
infectadas que pudieran desarrollar una
amibiasis invasiva sintomatica (11). Es de
importancia contar con los nuevos
procedimientos de diagndstico, principalmente
en paises en desarrollo, los mds afectados
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debido a condiciones deficientes de higiene,
contaminacidon fecal y hacinamiento, para
reevaluar la morbi-mortalidad de la amibiasis
(12,13).

El diagndstico considerado como prueba de oro
para la diferenciacién de infecciones amibianas
producidas por E. histolytica y E.dispar, es el
aislamiento de trofozoitos de heces fecales y su
diferenciacién por andlisis de zimodemos
(demostracion de perfiles electroforéticos de
isoenzimas como evidencia indirecta de
diferencias genéticas) (14). Avances en el
diagnodstico para la diferenciacion de ambas
especies, han usado anticuerpos monoclonales
epitope-especifico contra  proteinas muy
conservadas y altamente antigénicas como la
lectina 170 kDa inhibible por galactosa, para su
deteccion en heces y saliva demostrando ser un
método cuantitativo para la diferenciacién (15-
17).

Otras proteinas han sido utilizadas como
blancos para la diferenciacién de especies de
amibas. En E. histolytica se ha reportado la
clonaciéon de un gene de una proteina rica en
cisteina de 29-30 kDa que se sugiere participa
en mecanismos de patogénesis (18-20). Esta
proteina posee propiedades antioxidantes y
tiene una gran similitud a familias de
peroxirredoxinas identificadas en varios
organismos procariontes y eucariontes (21, 22).
Aunque el gene también ha sido detectado en E.
dispar (23), anticuerpos monoclonales dirigidos
contra esta proteina solamente reconocen la
proteina expresada en trofozoitos de E.
histolytica (24), ademas de ser altamente
inmunogénica y especifica para detectar
amibiasis invasiva (25).

Recientemente, se aislé y cloné de un banco de
cDNA de E. histolytica, un gene que codifica
para una proteina de 30 kDa que se une a
colagena tipo | denominada EhCBP-C13 (por sus
siglas en inglés Collagen Binding Protein) (26).
Péptidos recombinantes de EhCBP-C13 son
capaces de unirse a geles de coldgena nativa
tipo | de una manera, pH, calcio, fuerza idnica y
temperatura dependiente. La caracterizacion
molecular de CBP-C13 mostré una gran similitud
con la proteina de 29-30 kDa de la familia de
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peroxirredoxinas  previamente descrita vy
utilizada para diferenciar genéticamente a E.
dispar a E.histolytica. La proteina recombinante
rEhCBP-C13 es inmunogénica y protege
parcialmente del absceso hepatico amibiano en
un modelo animal experimental (26).

En comunidades tropicales con condiciones de
desarrollo humano bajo, los problemas de salud
relacionados con la transmisién via oral-fecal
son frecuentes. Por ello, es importante contar
con una prueba diagndstica serolégica que
permita detectar y discriminar la presencia de
una infeccién invasiva producida por E.
histolytica, de otros tipos de agentes causantes
de diarreas incluyendo la presencia de quistes y
trofozoitos de E. dispar para evitar confusiones
en el diagndstico certero y tratamiento
adecuado. Dado que la proteina EhCBP-C13,
estd relacionada con mecanismos de
patogenicidad y es detectada por anticuerpos
solamente en E. histolytica y no en E.dispar, el
péptido recombinante rEhCBP-C13 se utilizé en
un ensayo tipo ELISA para probar su utilidad en
la deteccidn de disenteria causada por E.
histolytica, en comunidades del Estado de
Yucatdn en donde la prueba diagndstica para
amibiasis se realiza Unicamente mediante
observacién microscdpica directa, y se contrastd
con exdmenes  coproparasitoscopicos vy
observacién directa con tincién especial (prueba
estdndar) para evaluar su correlacion
diagndstica, analizando mediante la
determinacién del indice kappa.

MATERIAL Y METODOS.

Se realizé un estudio en el que se incluyeron
individuos mayores de tres afios, de ambos
sexos. Se obtuvieron 35 sueros humanos de
personas sanas que no  presentaban
sintomatologia de amibiasis y sin antecedentes
previos de diarreas y 33 pacientes que
presentaban cuadro de diarrea aguda (4-5
evacuaciones semiliquidas de al menos 24 horas
de evolucion como minimo, que acudieron a los
servicios de urgencia y de consulta externa en el
Centro de Salud Regional de Poblacion Dispersa
en la poblacién de Sucopd Yucatan asi como en
el H.G. San Carlos en Tizimin, Yucatdn, que
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aceptaron participar en el estudio, previo
consentimiento informado. Se obtuvieron heces
y una muestra de sangre de los participantes y
se les aplicé una encuesta para recabar datos
epidemioldgicos.

Obtencion del péptido recombinante rCBP-C13.
Se realizd induccidn del péptido recombinante
utilizando un plasmido de expresiéon pGEX 2T
con el fragmento de la clona C13 de E.histolytica,
previa transformacidon de cepas de Escherichia
coli DH5a (Difco), de acuerdo a lo descrito
previamente (26). La proteina recombinante
fue purificada por protocolos estandar (27).

Deteccidn de anticuerpo especificos anti CBP-
C13 de suero.

La deteccién de anticuerpos especificos anti
rCBP-C13 se realizé mediante un ensayo por
inmunoabsorcién ligado a enzimas tipo E.L.I.S.A.
(por sus siglas en inglés: Enzyme-Linked
ImmunoSorbent Assay). Se utilizaron placas de
poliestireno de 96 pozos de fondo plano (Costar,
Corning, NY, USA), a los que se adsorbieron 0.5
microgramos por mililitro del péptido
recombinante rCBP-C13 toda la noche a 4°C en
amortiguador de carbonatos pH 9.2. Se lavaron
los pozos con TBS (Tris-HCI 50mM, NaCl 50 mM)
/Tween al 0.1% y luego se bloquearon con
TBS/albumina bovina 1%. El suero de cada
pacientes se diluyeron a razéon de 1:100
TBS/Tween 0.1%, se adicionaron a los pozos
sensibilizados con el péptido recombinante y se
incubaron 2h a temperatura ambiente o toda la
noche a 4°C. Para la deteccién se utilizé como
segundo anticuerpo un conjugado de IgG
humano, unido a la enzima peroxidasa y como
sustrato y desarrollador de color OPD en
amortiguador de citrato-fosfato. La reaccidon se
detuvo con soluciéon de acido sulfurico a 2.5 M.
La lectura se realizd a una longitud de onda de
490 nm y las lecturas de la densidad éptica (DO)
fueron corregidas del fondo inespecifico,
restando la DO obtenida de pozos pareados sin
el péptido recombinante, pero expuestos a un
procedimiento idéntico. El punto de corte se
estableci6 mediante 35 sueros humanos de
personas sanas que no  presentaban
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sintomatologia de amibiasis y sin antecedentes
previos de diarreas, tomandose dos
desviaciones estandar de la DO promedio
obtenida.

Deteccidon por observacion directa.

Las muestras de heces fecales se procesaron
para estudio de observacidn directa de las
muestras de heces de los pacientes estudiados,
de acuerdo a las especificaciones de la CDC de
procedimientos de diagndstico en heces (28),
previa fijacion con solucion de Schaudinn
modificada (29) y observacién de frotis tefidos
con la tincién tricrémica (30).

Analisis de concordancia diagndstica.

Para el analisis de concordancia diagnéstica, la
observacién directa de muestras de heces
tefiidas y la sintomatologia clinica concordante a
colitis amibiana (como se realiza en la poblacion
de estudio en forma rutinaria), se considerd
como prueba estandar, y la deteccion de
anticuerpos anti proteina recombinante rEhCBP-
C13 en un ensayo tipo ELISA como la prueba a
estandarizar. La concordancia diagndstica se
calculé por medio de la prueba estadistica del
indice de kappa, la cual se encuentra basada en
el modelo de la prueba estadistica Xi* disefiada
para las variables no paramétricas (31).

RESULTADOS.

Estudiamos 33 pacientes, que se presentaron
con diarrea aguda en Centros de Salud de
comunidades rurales del Estado de Yucatan. Las
diarreas estuvieron asociadas a dolor abdominal,
distencién y disenteria, tenesmo vy flatulencias
en la mayoria de los casos. De estos pacientes
16 fueron mujeres y 17 hombres en un rango de
edad entre los 3 y los 70 afios con una media de
edades igual a 32.78 afos, siendo la de mayor
frecuencia los rangos de edad comprendidos
entre los 11 a 20 aflos y de los 41 a 50 afos.

El Cuadro 1 resume la comparacion de las
frecuencias de pruebas diagndsticas positivas a
colitis amibiana en individuos con diarrea aguda,
considerando como caso de colitis amibiana
aquella muestra con visualizacidn positiva de
trofozoitos y/o quistes de E. histolytica en heces
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fecales y/o presencia de anticuerpos séricos en
los sujetos de estudio y que presente el cuadro
clinico propio de diarrea amibiana. De los 33
pacientes analizados, el 18.2% (6) fueron
positivos mediante la prueba diagndstica de
observacién directa y el 24.2% (8) fueron
positivas mediante la deteccidon de anticuerpos
séricos contra el péptido recombinante rEnCBP-
C13.

Cuadro 1. Frecuencia de pruebas diagndsticas
positivas a infeccion amibiana en individuos
con diarrea aguda mediante observacion
directa y con anticuerpos séricos contra rEhCBP.

Muestras analizadas (n=33)

Prueba
diagnéstica

Positiva % negativa %

Observacién

directa 6 18.2 27 81.8
rCBP-C13-
ELISA 8 24.2 25 75.8

En el Cuadro 2 se muestran las concordancias
obtenidas al utilizar tanto la prueba por
observacién directa, como la deteccién de
anticuerpos especifico contra la proteina
recombinante rEhCBP-C13. De los 33 pacientes
analizados, todas las muestras positivas
detectadas mediante observacién directa
fueron también positivas mediante la deteccidn
de anticuerpos anti rEhCBP-C13. El 18% (6)
fueron positivos para ambas pruebas y el 6% (2)
fueron positivos mediante la deteccion de
anticuerpos contra la proteina recombinante,
pero negativo a la observacién directa. Estos
resultados fueron analizados para obtener la
correlaciéon diagndstica al comparar ambas
pruebas obteniéndose una proporcién de
concordancia relativa o esperada (producida
por el azar) de Pc = 0.663, una proporcién de
concordancia absoluta Po = 0.939, y un indice
kappa = 0.939. El valor de kappa obtenido se
encuentra dentro de los valores aceptables
descritos en la tabla de valores del indice de
kappa, como concordancia casi perfecta.
También se analizo la relacién entre la condicidn
clinica y la positividad de la prueba diagndstica
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con el péptido recombinante rCBP-C13 de
Entamoeba histolytica en un ensayo tipo ELISA
(Cuadro 3). Una de las principales condiciones
clinicas relacionadas e indicativa de un proceso
de invasion de la mucosa intestinal
caracteristica de una infeccidn por E. histolytica,
es la presencia de sangre en las heces fecales.
Al comparar la frecuencia y porcentajes de
pacientes con muestras negativas hacia la
presencia de anticuerpos anti rEnCBP-C13, con
la obtenida en pacientes con muestras positivas
a la prueba, encontramos una asociaciéon
significativa (p=0.0003) de la positividad de la
prueba con pacientes que tuvieron presencia
de sangre en heces. Esta asociacién no fue
significativa con las demas condiciones clinicas
analizadas (Cuadro 3).
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Cuadro 2. Comparacion de los resultados de
concordancia entre las pruebas diagndsticas de
observacion directa y rERCBP-C13-ELISA.

Prueba diagnéstica (n=33)

Num.de
Observacion rEhCBP-C13 muestra
directa ELISA s %
+ + 6 18.18
+ - 0 0
- + 2 6.06
- - 25 75.75

(-) resultado positvo, (-) resultado negativo

Cuadro 3 Relacién entre la condicidn clinica y la positividad de la prueba diagndstica con el péptido
recombinante rCBP-C13 de Entamoeba histolytica en un ensayo tipo ELISA.

Analisis de muestras mediante rCBP-C13-ELISA (n= 33)

Frecuencia de

Frecuencia de

Condicidn clinica positivos (%) negativos (%) P
Diarrea liquida 3 37.5 7 28 0.94
Diarrea semiliquida 2 25.0 14 56 0.26
Diarrea Pastosa 3 37.5 4 16 0.42
Con Moco 5 62.5 18 72 0.94
Sin Moco 3 37.5 7 28 0.94
Con Sangre 7 87.5 3 12 0.0003
Sin Sangre 1 12.5 22 88 0.0003
Con Pujo 6 75 16 64 0.87
Sin Pujo 2 25 9 36 0.88
Con Tenesmo 4 50 11 44 0.911
Sin Tenesmo 4 50 14 56 0.911
DISCUSION. distribuida en el trdpico, sin embargo, la

En el presente trabajo encontramos una
correlacién diagndstica muy alta entre la prueba
diagndstica para amibiasis por observacion
microscopica directa, con la prueba para la
deteccién especifica de anticuerpos contra la
proteina recombinante rEhCBP-C13, que se une
a colagena y que tiene similitud con proteinas
de la familia de peroxirredoxinas con actividad
antioxidante, caracteristicas relacionadas con
mecanismos de patogenicidad de E.histolytica.
La amibiasis intestinal estd ampliamente

prevalencia y la incidencia de la enfermedad
invasiva muestra una variacion geografica
importante, probablemente porque la
transmisién y las condiciones para que se
produzca una infeccion invasiva estd
determinada en gran medida por las
condiciones socioeconémicas y ecoldgicas de la
poblacién (32). En México se ha reportado una
seroprevalencia (mediante hemaglutinacién
indirecta) en una muestra representativa de la
Republica Mexicana, encontrdndose un valor
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total del 8.41% (33). Los valores mas altos de
seroprevalencia (> 9%) se encontraron en el sur-
sureste del pais incluyendo la peninsula de
Yucatdn. El presente trabajo se realizé en la
localidad de Sucopd que forma parte del
municipio de Tizimin en el Estado de Yucatan,
donde son muy frecuentes las infecciones
intestinales por diversos agentes virales,
bacterianos y parasitos y es necesario contar
con pruebas diagnésticas, sencillas, de bajo
costo y efectivas para lograr un buen
diagndstico diferencial y tratamientos certeros.
En la muestra de la poblacion estudiada, se
encontré una frecuencia de positividad hacia
usando la prueba diagndstica por observacion
microscépica directa del 18.2%, en heces de
pacientes con diarrea aguda y sintomatologia
clinica compatible con colitis amibiana. Usando
la deteccién de anticuerpos especificos contra el
péptido recombinante rEnCBP-C13 la deteccion
aumento al 24.2%.

La correlacion diagndstica encontrada para el
péptido recombinante de la proteina de unién a
coldgena (rEnCBP-C13) asi como los resultados
obtenidos de la positividad de la prueba con
pacientes que tuvieron presencia de sangre en
heces (p=0.0003), resultando ser una estrategia
mas sensible y efectiva que la prueba rutinaria
de observacion microscépica directa empleada
en estas poblaciones.
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