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1. Conceptos generales y taxonomia

La amebiasis se define actualmente como la infeccién por el parasito
Entamoeba histolytica. Es responsable de unas 100.000 muertes al afio,
siendo la segunda causa de mortalidad por parasitos protozoarios después
de la malaria. Su distribucién es mundial, especialmente prevalente en
zonas tropicales y subtropicales con condiciones higiénico-sanitarias

deficientes.

En nuestro pais, se ha producido un aumento de la amebiasis en los
ultimos afios. Este incremento se ha observado, principalmente, en
viajeros y en inmigrantes procedentes de zonas en las que la enfermedad
es endémica (Garcia-Forcada et al. 1995). Por otra parte, este aumento
de la amebiasis importada parece estar relacionado con la descripcion de
casos autoctonos en Espafia (Gutierrez-Cisneros et al. 2007; Sachez-
Pobre et al. 2004; Diaz-Gonzalvez et al. 2005; Anton 2005; Ruiz et al.
2004). En los tres dltimos afios, el Servicio de Parasitologia del Centro
Nacional de Microbiologia, que actua como laboratorio de referencia en el
diagnéstico de las enfermedades parasitarias, ha detectado un incremento
muy significativo tanto en el nimero de casos de amebiasis intestinales

como de amebiasis diseminada.

La primera descripcion de la amebiasis fue realizada por Fedor Lésch, en
1875 en San Petersburgo. Este autor aislé unos trofozoitos méviles en las
heces de un campesino con disenteria, que llamé Amoeba coli. En 1903,
Schaudinn introduce el nombre Entamoeba histolytica para la ameba
productora de disenteria, separandola de las no patégenas que denomind
Entamoeba coli. En 1925, Dobell describe el ciclo biolégico de E.
histolytica. En ese mismo afio, Brumpt emitié la hipoétesis de la dualidad
de las amebas. Basado en consideraciones epidemioldgicas, propuso la
existencia de dos especies de amebas idénticas morfolégicamente. La
ameba de distribucién cosmopolita seria la no patégena y la llamoé
Entamoeba dispar, mientras que la localizada en ciertos paises tropicales
en los que la disenteria y el absceso hepatico son frecuentes, seria otra

ameba, a la que dio el nombre de E. dysenteriae. Sin embargo, su
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hipo6tesis no fue aceptada durante los siguientes 50 afos. En 1961,
Diamond (Diamond 1961) logré el primer cultivo axénico de E. histolytica.
En 1978, Sargeaunt (Sargeaunt et al. 1978) reporté diferencias utilizando
analisis de isoenzimas, encontré distintos zimodemas entre las especies
patégenas y las no patégenas de E. histolytica. Finalmente, en 1993,
Diamond y Clark (Diamond & Clark 1993) en base a las diferencias
gendmicas, bioquimicas e inmunoldgicas observadas, propusieron la
separacion de las dos especies, llamando a la especie patégena E.
histolytica y a la comensal E. dispar en honor a Brumpt. Dicha division
fue definitivamente aceptada. En este sentido, la Organizacion Mundial de
la Salud (OMS) (Anonymous 1997), en 1997, recomienda utilizar técnicas
que permitan distinguir entre las dos especies, ya que E. histolytica es
responsable de todos los casos de enfermedad invasora, colitis y absceso
hepéatico, pero también, en muchas ocasiones, de colonizacién
asintomatica. Mientras que E. dispar soélo coloniza el tracto digestivo y no

causa enfermedad.

La clasificacion taxondmica de este parasito de acuerdo a Cavalier-Smith

(Cavalier-Smith 1998), es la siguiente:

Imperio o Superreino Eukaryota
Reino Protozoa

Subreino Neozoa
Infrarreino Sarcomastigota
Filo Amoebozoa

Subfilo Conosa

Infrafilo Archamoeba
Clase Entamoebeae

Orden Entamoebida
Familia Entamoebidae
Género Entamoeba

Especie Entamoeba histolytica
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El género Entamoeba comprende varias especies, seis de las cuales
pueden habitar en el intestino del hombre, E. histolytica, E. dispar,
Entamoeba moshkovskii, Entamoeba polecki, Entamoeba hartmanni y
Entamoeba coli. Las tres primeras, E. histolytica, E. dispar y E.
moshkovskii son morfolégicamente idénticas, pero presentan diferencias
genéticas y bioquimicas. E. histolytica es considerada patégena, mientras

que E. dispar y E. moshkovskii son consideradas no patdégenas.

Debe sefalarse, que trabajos publicados en los ultimos afios han indicado
que E. moshkovskii podria causar infecciones. Esta especie se conocia
anteriormente como E. histolytica variedad Laredo (Clark & Diamond
1991b), y se consideraba como una ameba de vida libre, que raramente
infecta a humanos, mostrando como particularidad su capacidad para
crecer a temperatura ambiente. Sin embargo, estudios actuales realizados
en Bangladesh, en los que se emplearon herramientas moleculares,
revelaron una prevalencia de E. moshkovskii del 21% en nifios de 2 a 5
afios (Ali et al. 2003), sugiriendo que quizd el hombre es un hospedador

habitual de esta ameba de vida libre.

Recientemente, otro trabajo efectuado en Australia por Fotedar y
colaboradores (2007b), en el que utilizaron una técnica de PCR para la
deteccion de E. histolytica, E. dispar y E. moshkovskii en muestras de
heces de pacientes con examen microscépico positivo, encontraron que el
61,8% de los pacientes era portador de E. moshkovskii. Ademas, todos los
pacientes infectados con E. moshkovskii tenian sintomatologia, por lo que

segun los autores hay que reconsiderar su papel patégeno.

En los dos trabajos citados, mas de la mitad de las muestras con E.
moshkovskii también contenian E. histolytica o E. dispar, por lo que esta
elevada asociacion podria producir errores a la hora de considerar E.

moshkovskii como una nueva especie patégena.
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2. Ciclo bioldégico y ultraestructura

2.1. Ciclo biolégico

El hombre es el principal reservorio de E. histolytica. La via de transmision
es fecal-oral. El quiste, que es la forma infectante, se elimina por las
heces contaminando el agua, los alimentos y transmitiendo la infeccién de

persona a persona.

El ciclo biolégico de E. histolytica es directo (figura 1). El hombre se
infecta por la ingestion de los quistes maduros que atraviesan el
estbmago, donde sufren la accion de los jugos gastricos. La ruptura del
quiste tiene lugar en la regioén del ileon terminal o en el colon, dando

origen a los trofozoitos.

- Trofozoitos

E= Golonizacidn no invasiva
AF Formna infectante = Enfermedad intestinal

A= Forrma diagndstica
= Enfermedad extraintesting

Figura 1. Ciclo biolégico (CDC)
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En el comienzo de su formacidén estos conservan el mismo numero de
nucleos de los quistes, cada nucleo se divide en dos y resulta un trofozoito
con ocho nucleos. En el colon cada uno de estos ocho nucleos se rodea de
una porcién de citoplasma, formando ocho trofozoitos. Los trofozoitos son
maoviles y se adhieren e invaden la mucosa intestinal, donde se multiplican
por fisién binaria, continuando su ciclo biolégico. En la luz del intestino, los
trofozoitos eliminan las vacuolas alimenticias, se inmovilizan y se
transforman en prequistes, mediante la adquisicién de una cubierta, para,
posteriormente, convertirse en quistes inmaduros con un ndcleo.
Finalmente, estas estructuras se transforman en el quiste maduro

tetranucleado.

Los trofozoitos son rapidamente destruidos en el medio ambiente mientras
que los quistes pueden permanecer fuera del hospedador semanas o
meses, dependiendo principalmente de las condiciones de humedad,

aunque pueden destruirse a temperaturas extremas (—5° y 40°).
2.2. Trofozoito

El tamafio de la célula varia entre 12 y 60 um, debido no solamente al
pleomorfismo del parésito, sino también por el origen de aislamiento de la
ameba. En las heces diarreicas o lesiones

hepaticas, generalmente, el tamafio es mas

grande (20 um — 40 um) que en la heces no '

diarreicas y cultivos (10 um — 30 um). Tienen un gy

anico nudcleo con cromatina periférica uniforme y ) @ '-:t-;_ '
cariosoma puntiforme localizado en el centro. El
citoplasma de E. histolytica puede contener -

eritrocitos fagocitados, propiedad que sirve para

diferenciarla de E. dispar (Bruckner 1992). Figura 2. Trofozoito
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Nucleo

Tiene un tamafio entre 4 yum — 7 um de diametro. La membrana nuclear
se presenta como una doble membrana interrumpida por numerosos
poros de aproximadamente 65 nm. La cromatina esta generalmente
uniformemente repartida dentro de la membrana nuclear. El cariosoma es
una masa pequefa y esférica, aproximadamente 0,5 um de diametro,
localizada en la parte central del nlcleo y que parece no corresponderse

con el nucleolo de otras células eucariotas (Ravdin 2000).

Citoplasma

El citoplasma de E. histolytica carece de la mayor parte de los organulos
tipicos de las células eucariotas, mitocondrias, aparato de Golgi, reticulo
endoplasmico, centriolos y microtubulos. En su lugar, el citoplasma
contiene abundantes vacuolas con un tamafio muy variable. También, hay
que destacar que recientemente se han descrito unos organulos
denominados mitosomas (Tovar et al. 1999), con un tamafio de 1 um y
doble membrana (Aguilera et al. 2007). Parece que los mitosomas derivan

de las mitocondrias , y todavia se desconoce su funcién.

Estructura del genoma

En 2005, se publicé el genoma de E. histolytica (HM-1:1MSS), con 23.752
Kb y una media de 9.900 genes (Loftus et al. 2005). En cuanto al niumero
y tamafio de los cromosomas que lo componen, siguen sin determinarse.
Es importante citar que los genes del ARN ribosomal (rADN) en E.
histolytica , asi como en E. dispar, presentan la particularidad de que se
encuentran localizados en moléculas de ADN circulares llamadas episomas
(Bhattacharya et al. 1989; Bhattacharya et al. 1998). Se han descrito

aproximadamente unas 200 copias por genoma (Ravdin 2000).
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2.3. Quiste

Los quistes inmaduros, pueden tener de uno a cuatro nucleos. Contienen
glucégeno y agregados de ribosomas, llamados ,’ : =
cuerpos cromatoides, que presentan forma de » 'l
barra con los extremos redondeados. Los quistes ' -
maduros tienen cuatro nGcleos y miden w ‘
alrededor de 10 a 20 um, el glucdégeno :

desaparece y los cuerpos cromatoides pueden Lﬂ
estar ausentes (Bruckner 1992).

Figura 3. Quiste

3. Epidemiologia

E. histolytica presenta distribucién mundial. Es endémica en paises con
instalaciones y condiciones higiénico-sanitarias deficientes, donde no hay
barreras entre las heces contaminadas con quistes, los alimentos y el
agua. Las zonas endémicas son Méjico y los paises de Sudamérica, de
Africa y del Sudeste Asiatico. La mayoria de los casos de amebiasis en

Ameérica del Norte y Europa son importados (Tanyuksel & Petri 2003).

La forma mas frecuente de transmision es a través de los alimentos o del
agua contaminados con los quistes, pero no hay que olvidar la transmisién
de persona a persona. Se han descrito casos de contagios dentro de la
misma familia (Vreden et al. 2000; Gatti et al. 1995) y por practicas de
sexo oral (Thompson et al. 1983). Ademas, los quistes pueden ser
diseminados por artrépodos, sugiriendo que estos insectos pueden jugar

un papel en la transmision del parasito (Tanyuksel & Petri 2003).

La verdadera prevalencia e incidencia de la infeccion por E. histolytica y E.
dispar, desde la separacion formal de las dos especies, es desconocida.
Esto se debe a que el diagnéstico de amebiasis, en la mayor parte de las
zonas, sigue realizandose mediante el examen microscopico y éste no

puede diferenciar entre las dos especies.
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En 1986, Walsh calculé (Walsh 1986) que la prevalencia mundial de la
amebiasis se situaba en 480-500 millones de personas infectadas. Un
estudio mas reciente en Africa indica que E. dispar es 10 veces mas
frecuente que E. histolytica, aunque la prevalencia en otras areas puedan
variar significativamente (Stauffer & Ravdin 2003). Con estos datos, la
prevalencia de E. histolytica podria ser de 50 millones y la de E. dispar de

450 millones.

Ademas, se han registrado variaciones estacionales de la prevalencia de la
amebiasis. Generalmente, el comienzo de la estacion Illuviosa esta
asociado a un aumento de los casos. Sin embargo, en Nigeria, se ha
reportado un incremento de la prevalencia durante la estacién seca, por el
uso de agua contaminada debido a la sequia. Las condiciones de humedad
y temperatura también influyen en la transmisiéon del parasito, por lo que
se han descrito grandes diferencias entre la costa y el interior (Ravdin
2000).

Por tanto, determinar la verdadera prevalencia de amebiasis es dificil. Los
estudios de poblaciones especificas pueden sobrestimar la frecuencia de la
infeccién, ya que hay ciertos grupos en los que la amebiasis es mas
habitual que en la poblacién general, como por ejemplo, en familias de
pacientes infectados (Zaki et al. 2003a), en personas que viven en
instituciones cerradas (Rivera et al. 2006) y en los hombres
homosexuales. Debe sefalarse no obstante, que en los homosexuales la
especie predominante parece ser E. dispar (Goldmeier et al. 1986;
Allason-Jones et al. 1986), aunque recientemente Fotedar y colaboradores
(2007b) han encontrado también una elevada prevalencia de E. histolytica
en homosexuales en Australia. Otros casos de amebiasis invasora han

sido reportados en homosexuales de Taiwan y Korea (Oh et al. 2000).

Estudios aplicando técnicas moleculares realizados en distintas areas
geograficas han revelado interesantes diferencias, segin las zonas
analizadas. En Africa, un trabajo llevado a cabo en Etiopia (Kebede et al
2003), en un area donde se creia que existia una alta prevalencia de

amebiasis, cuando se sustituyé el diagnéstico microscopico por las



Introduccién

técnicas de biologia molecular, se descubri6 que el diagndstico de
amebiasis era erréneo en gran parte de los casos, ya que la ameba que se
detectaba era E. dispar y otras amebas comensales, y no E. histolytica.
Este trabajo demuestra que el diagndstico por microscopia en enfermos
con diarrea puede llevar a una clasificacion errénea de los pacientes con

una infeccién intestinal.

Resultados similares han sido descritos por Verweij y colaboradores
(2003), en Ghana. En este estudio se observdé que en una zona rural,
donde se encontraba una elevada prevalencia del complejo E. histolytica/
E. dispar por microscopia, dicha prevalencia no se confirmaba cuando se
utilizaba una técnica molecular basada en la PCR (reaccién en cadena de
la polimerasa), ya que so6lo un individuo estaba infectado por E.
histolytica, y el resto de los enfermos estaban colonizados por otras

amebas.

Estudios realizados en otros paises confirman lo sefialado en los parrafos
anteriores. En Iran (Solaymani-Mohammadi et al. 2006) se analizaron
personas asintomaticas portadores de quistes del complejo E. histolytica/
E. dispar. Los autores utilizaron una técnica de PCR y encontraron que
todos los sujetos del estudio eran portadores de E. dispar. Otro trabajo
con técnicas moleculares realizado en Nicaragua por Leiva y colaboradores
(2006), reveld que la frecuencia E. dispar en la poblacién estudiada era

cinco veces mayor que la de E. histolytica.

Sin embargo, otros estudios han revelado lo contrario, confirmando que
existen grandes diferencias regionales en cuanto a la distribucion de la
amebiasis. Un trabajo comparativo de Stauffer y colaboradores (Stauffer
et al. 2006), realizado en paralelo en Sudafrica y en Egipto, ha puesto de
manifiesto una elevada prevalencia de E. histolytica, cuando se usaron
métodos moleculares diagnoésticos. La frecuencia de la ameba patdégena
fue significativamente superior a la detectada en los trabajos comentados
previamente, siendo muy cercana a la frecuencia de E. dispar, con cifras
de pacientes infectados superiores al 20%. Resultados parecidos a los de

este estudio comparativo se han encontrado en Méjico (Ramos et al.

10
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2005), en el estado de Morelos, se encontré una frecuencia mayor de E.
histolytica (13,8%) que de E. dispar (9,7%). En Bangladesh se obtuvieron
resultados similares en un trabajo en pacientes con diarrea (Haque et al.
1997). Y por ultimo, en la ciudad de Hué, en Vietnam, un estudio revel6
una prevalencia muy alta de E. histolytica (Blessmann et al. 2006), y
quiza el dato epidemioldégico méas destacado del estudio fue la elevada

incidencia de AHA (absceso hepatico amebiano).

En Espafia, no existen muchos estudios sobre amebiasis intestinal, ya que
parece que no se detectan casos autdéctonos tras la mejora en las
condiciones higiénicas, que se han producido en el ultimo siglo. Otros
autores han publicado algunos casos autéctonos de amebiasis intestinal
diagnosticados por microscopia (Pérez Trallero et al. 1985), pero nadie ha
podido confirmar estos casos por las nuevas técnicas moleculares, por lo
que no se puede descartar que se trataran de casos de diarrea con E.
dispar como comensal, y que fueran errbneamente diagnosticados como
amebiasis intestinal. Por otro lado, Diaz-Gonzalvez y colaboradores
publicaron en el 2005 , la revision mas completa sobre AHA autéctono en
nuestro pais. Se incluyeron diez casos diagnosticados en los ultimos 20
afos. En seis de ellos no hubo antecedente de contagio de persona a
persona. En algunos de estos casos sin antecedentes epidemioldgicos,
entrevistas posteriores demostraron la existencia de contactos, no
admitidos previamente, con personas procedentes de zonas endémicas.

En otros no se consiguié encontrar una explicaciéon para el contagio.

Esta situacibn permite especular sobre la presencia del parasito en
Espafia. E. histolytica es un parasito cosmopolita. La presencia de esta
ameba en nuestro pais podria explicarse por las condiciones climatolégicas
adecuadas (humedad y temperatura) de alguna regidon espafiola, que
favorecen la persistencia de las formas quisticas, por las bajas condiciones
higiénicas de ciertas zonas, como por ejemplo areas rurales de Galicia, y
por el aumento de personas infectadas, por el fenédmeno migratorio, que

podria incrementar la presencia del parasito en el medio ambiente.
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Tampoco existen estudios fiables sobre la seroprevalencia de la amebiasis
en Espafa. Solo se ha publicado un trabajo realizado en Huelva, en 1998.
Se encontraron 19 (1,79%) casos con serologia positiva, entre las 1.056
personas analizadas. En todos los casos, excepto uno, los titulos obtenidos

fueron bajos (Perea et al. 1998).

Por tanto, el tema de la amebiasis autdctona en Espafia sigue siendo
controvertido. Por un lado, es posible que los casos antiguos de amebiasis
intestinal estuvieran mal diagnosticados, al utilizarse sé6lo la microscopia.
Por otra parte, el aumento de los casos detectados en Espafia parece
estar asociado al fendbmeno migratorio, que hace que haya aumentado la
circulacion del parasito en el ambiente. Pero también, podria
argumentarse, que con el desarrollo de las técnicas diagnodsticas
moleculares, con su sensibilidad y su especificidad elevadas, se ha
mejorado la deteccion del parasito, y que en algunas zonas rurales, con
saneamientos antiguos, podrian existir algunos casos autdctonos, que

eran subestimados en las décadas pasadas.

4. Manifestaciones clinicas de la amebiasis

Colonizacién asintomaéatica

Se considera que el estado de portador asintomatico es la manifestacion
mas frecuente de la amebiasis, encontrdndose en el 90% de los individuos
infectados (Walsh 1986). Hay que destacar que estos estudios se
realizaron en base al examen microscopico de las heces. También es
importante reseflar que en individuos con una infeccidon asintomatica, se
pueden detectar anticuerpos frente a E. histolytica en ausencia de

enfermedad invasora (Gathiram & Jackson 1987; Ravdin et al. 1990).

Por ultimo, es aceptado que los portadores asintomaticos de E. histolytica
tienen que ser tratados ya que pueden desarrollar una colitis 0 amebiasis
extraintestinal, aunque lo méas frecuente es que la infeccidbn se resuelva

espontaneamente (Blessmann et al. 2003).
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Disenteria y Colitis amebiana

Los sintomas comunmente atribuidos a la colitis producida por E.
histolytica incluyen dolor abdominal y diarrea (sanguinolenta o mucosa).
La diarrea puede ocurrir con 10 o incluso méas deposiciones por dia. En
algunas ocasiones produce una perdida de peso. A diferencia de los
pacientes con diarrea bacteriana, la fiebre no es una manifestacion
frecuente, observandose en menos del 40% de los casos (Tanyuksel &
Petri 2003). La presencia de cristales de Charcot-Leyden y de sangre son
el hallazgo mé&s comun en las heces durante el estado agudo. La
visualizacion de una Unica muestra de heces presenta baja sensibilidad
para la deteccion del parasito. EI mejor método diagndstico es la deteccion

del antigeno o ADN de E. histolytica en las heces ( Fotedar et al. 2007a).

El diagnéstico clinico de la amebiasis es dificil por la naturaleza
inespecifica de los sintomas. Se puede confundir con shigelosis y con otras
diarreas producidas por bacterias como Salmonella, Campylobacter, y
Escherichia coli que son frecuentes en paises tropicales y subtropicales.
Ademas, es muy importante y complicado diferenciar la disenteria de los
sintomas de patologias intestinales no infecciosas como la enfermedad
inflamatoria intestinal, colitis ulcerosa isquémica y diverticulitis, en parte

por la ausencia de fiebre en pacientes con la parasitosis.

Ocasionalmente pueden ocurrir complicaciones de la amebiasis intestinal
como el desarrollo de colitis fulminante, ameboma, amebiasis cutanea y

fistulas.

Amebiasis extraintestinal

El absceso hepéatico es la manifestacion méas frecuente de la amebiasis
extraintestinal. El perfil caracteristico del paciente con un absceso
amebiano es el de un vardn, con una edad media de 20 a 40 afios. Existen
dos patrones de presentacion principales: agudo, con fiebre elevada y
dolor en hipocondrio derecho; y subagudo, en el que predomina la pérdida

de peso, siendo menos frecuente el dolor abdominal y la fiebre. Es poco
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frecuente que coexistan las manifestaciones extraintestinales y la
disenteria amebiana (Hughes & Petri, Jr. 2000). La diseminacién de un
absceso hepatico hasta el pericardio es la complicacion mas peligrosa. La
extension del absceso a pleura es una complicacion relativamente
frecuente. La peritonitis se produce por perforacion de una ulcera del
colon o por rotura de un absceso. El absceso cerebral es una

manifestacion muy poco frecuente.

5. Diagndstico de laboratorio

El diagndstico tradicional de la amebiasis se ha basado durante muchos
afios en la microscopia. Sin embargo, desde la separacién formal de E.
histolytica en dos especies, la patégena E. histolytica y la comensal E.
dispar, las técnicas microscopicas no son validas para diferenciarlas, ya
que son idénticas morfolégicamente. No obstante debe indicarse que
existen diferencias bioguimicas, gendmicas e inmunolégicas entre las dos
amebas. Estas diferencias pueden desglosarse de la forma siguiente
(Ackers 2002):

- Analisis isoenzimatico, principalmente con la hexoquinasa

- Epitopos especificos, que son reconocidos por anticuerpos
monoclonales

- Diferencias en la secuencia del ADNr del episoma

- Diferencias significativas (2-18%) en la secuencia de genes
homologos

- E. histolytica se adapta con mayor facilidad a los cultivos axénicos.
Conseguir cultivos axénicos de E. dispar es extremadamente
complicado (Clark 1995)

- El examen de los cultivos axénicos de ambas especies por
microscopia electréonica muestra diferencias, principalmente en la
apariencia de la superficie. Esto parece estar relacionado con la
falta de lipofosfoglicano en la superficie de E. dispar (Bhattacharya
et al. 2000)
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Por tanto, segln las caracteristicas citadas, las dos especies pueden
distinguirse por andlisis isoenzimaticos, por anticuerpos monoclonales que
detectan antigenos de superficie del parasito en heces y por analisis de la

secuencia de ADN.

5.1. Microscopia

Las técnicas microscopicas empleadas en el diagnéstico de laboratorio
incluyen preparaciones en fresco, asi como métodos de concentracion de
la muestra y tinciones permanentes, que permiten identificar E.

histolytica/E. dispar en heces.

El examen microscoépico directo de las heces en fresco es un método muy
poco sensible (<10%) (Huston et al. 1999). La muestra se debe examinar
en las primeras horas tras la recogida y no conviene refrigerarla, ya que

los trofozoitos pueden perder su movilidad.

Los quistes y los trofozoitos de las dos especies no pueden distinguirse
microscopicamente, soOlo se diferencian si se visualizan trofozoitos
hematdéfagos. Se considera que el hallazgo de eritrocitos en el citoplasma
del trofozoito es diagndstico de E. histolytica (Gonzalez-Ruiz et al. 1994).
Dicha obsevacion requiere un alto nivel de experiencia del microscopista,
ya que es facil confundirlos con macréfagos y con trofozoitos de otras
especies (Kebede et al. 2004b; Kebede et al. 2003; Doganci et al. 2004).
Sin embargo, en pacientes que no presenten disenteria aguda, los
trofozoitos suelen aparecer sin eritrocitos en el citoplasma; ademas, los
portadores asintomaticos de E. histolytica eliminan generalmente sdélo
quistes en las heces. Estas caracteristicas indican que la vision de
trofozoitos hematofagos es un hallazgo muy poco frecuente (Strachan et
al. 1988). Por otra parte, algunos estudios han llamado la atencién sobre
la capacidad de E. dispar de fagocitar eritrocitos in vitro (Trissl et al.
1978).

En relaciéon con la escasa sensibilidad de la microscopia, los métodos de

concentracion de heces se emplean rutinariamente para mejorar la
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fiabilidad del examen microscépico, ya que asi se alcanzan porcentajes de
deteccion del 60% (Fotedar et al. 2007a). Estos métodos tienen el
inconveniente de que suele destruir los trofozoitos, lo que disminuye aun
mas la especificidad. Por otra parte, si se realiza un estudio seriado de
tres muestras de heces recogidas en un periodo de 10 dias, mejora la

sensibilidad hasta alcanzar el 85% (Li & Stanley, Jr. 1996).

Quiste Trofozoito Especie

—
5 pm E.
histolytica/
E. dispar/E.
moshkovskii

E. coli

E.
hartmanni

Figura 4. Quistes y trofozoitos de distintas especies de Entamoeba
(Tincién Tricrémica)

Para la diferenciacion con otros quistes de amebas, principalmente de E.
hartmanni y E. coli, es importante valorar el nimero y morfologia de
nucleos, asi como su tamafo, que puede verificarse con la ayuda del
micrometro ocular. En la figura 4, se muestran los quistes y trofozoitos de
las especies de Entamoeba de interés. También se realizan tinciones
permanentes, como la de Negro de Clorazol o Tricrédmica, de forma, que el

colorante se fija al nlcleo y otras estructuras celulares, lo que ayuda a la
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diferenciacion entre las distintas especies de amebas. En las figuras 5y 6

se muestran las claves para la identificacion de trofozoitos y quistes

amebianos en preparaciones tefiidas, obtenidas de la OMS (1994).

Trofozoitos con 1 nicleo

[

con cromatina
nuclear periférica

l

sin cromatina
nuclear periférica

cromatina periférica
gruesa e irregular,
voluminoso cariosoma;
citoplasma «sucio» con
granulos gruesos; bacterias
y levaduras ingeridas,
pero no hematies

variacion: 15-50 um
usual: 20-25 um

variacion: 10-25 um
usual: 15-20 um

Entamoeba Entamoeba
polecki coli

.

cromatina periférica
fina y bien repartida;
pequeno cariosoma;
citoplasma finamente
granuloso

nucleo con nicleo con cariosoma
cariosoma grande grande; a veces,
e irregular granulos acromaticos

variacion: 6-12 um
usual: 8-10 pm

variacion: 8-20 um
usual: 12-15 um

Endolimax
nana

lodamoeba
biitschlii

contiene bacterias no contiene
y leucocitos pero hematies
ne hematies

variacién: 6-40 um
usual: 10-20 um

variacion: 5-12 um
usual: 8-10 um

Entamoeba
hartmanni

Entamoeba
gingivalis

hematies presentes
0 ausentes; las formas
no invasivas pueden
contener bacterias

variacién: 15-80 um (comensales)
usual: 15-20 pm

tamafio >20 um ((invasiva)

Entamoeba
histolytica

Figura 5. Claves para la identificacion de trofozoitos amebianos. OMS

(1994)
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amebas;
sin fibrillas ni flagelos intraquisticos
| ' r
ausencia de cromatina presencia de cromatina
nuclear periférica nuclear periférica
1
|_'—| [ |
4 nucleos: 1 nucleo: tamano <10 um  tamafo 10 - 15 um tamano 15 - 30 um
voluminosos voluminoso cariosoma,; I 1 1
cariosomas; gran vacuola 4 2 : z . B .
glucégeno difuso de glucageno 1,264 nucleps: 204 nuc\eps, 5. 0 mas nucleos;
I 1 a menudo glucdgeno masa de glucdégeno corpuisculos cromatoides
variacion: 5-10 um  variacion: 5-20 pm presente; corpusculos a rpenudo presemte: con gxtremos
usual; 6-8 um usual: 10-12 um Cromatoides en racimo corpusculos cromla‘rowdes astillados;
I con extrerrlmos astillados;
variacion: 5-10 um quistes inmaduros quistes maduros
usual: 6-8 um variacion: 10-35 pm variacion: 10-35 um

usual: 15-25 um usual: 15-25 um

nana
lodamoeba (quistes inmaduros)
i i Entamoeba hartmanni =
hitschlii Entamoeba coi
I 1 1
1,2 ¢ 4 nlcleos; 4 nlcleos; 1 nicleo;
masa de glucogeno a menudo cuerpos cromatoides muchos corpusculos cromatoides
presente; cuerpos cromatoides  con extremos redondeados y/o masa de inclusion

con extremos redondeados
5 ,variacion: 10-20 um
g\ usual: 12-15um £

variacion: 9-18 um
usual: 11-15 um

(quistes inmaduros) (quistes maduros)
Entamoeba histolytica

Figura 6. Claves para la identificacion de quistes amebianos. OMS (1994)

5.2. Cultivo

A diferencia de las bacterias, el cultivo de protozoos intestinales es dificil,
caro y complicado de mantener en un laboratorio de diagnéstico. Boeck y
Drbohlav, en 1925, fueron los primeros en cultivar E. histolytica en un
medio difasico utilizando almidén de arroz como fuente de carbohidratos,
componente que se sigue empleando en todos los medios xénicos hoy en
dia. Los cultivos xénicos se definen como aquellos en los que el parasito
crece en presencia de bacterias u otras células, para aprovechar la
actividad metabodlica de éstas y poder utilizar eficazmente los

componentes incluidos en el medio de cultivo, a diferencia de los axénicos
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que no incluyen actividad metabdlica adicional alguna, ya que no

incorporan ni células procariotas ni eucariotas.

Se han desarrollado medios difasicos y monofasicos para el cultivo xénico
de E. histolytica. Los que se utilizan con mas frecuencia son el medio
difasico de Robinson y el medio monofasico TYSGM-9 (Clark & Diamond
2002).

Diamond en 1961 logré cultivar por primera vez el pardsito en un medio
axénico. El medio difasico empleado era muy complejo. Por lo que hasta
que no se introdujo, en 1968, el medio monofasico TP-S-1 no se utilizd
ampliamente el cultivo axénico (Diamond 1968). En 1978, este medio fue
superado por el medio TYI-S-33 (Diamond et al. 1978) que es el que se

emplea actualmente en los laboratorios de referencia.

El cultivo de E. histolytica puede realizarse a partir de la muestra de
heces, de biopsias intestinales y del aspirado del absceso hepatico. La
sensibilidad del cultivo de E. histolytica para la deteccién del parasito se
aproxima al 50-70% en los laboratorios de referencia (Clark & Diamond
2002). Actualmente, el cultivo no suele utilizarse para el diagnéstico
clinico, ya que ademas de su baja sensibilidad, el tiempo de cultivo es
largo. Habitualmente, el parasito tarda en crecer de siete a catorce dias.
Debe indicarse también que es una técnica muy laboriosa y cara. En
ocasiones se observa el inconveniente del sobrecrecimiento bacteriano,
fungico o de otros protozoos en el cultivo, lo que disminuye ain mas la
eficacia de esta técnica. Por otra parte, la sensibilidad del cultivo es menor
que la de las otras técnicas que se han desarrollado en los udltimos afos.
Por lo que debe insistirse en que no se recomienda su uso en los
procedimientos diagndsticos de rutina para la deteccion de E. histolytica

en los laboratorios asistenciales.
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5.3. Analisis isoenzimatico

Los trabajos pioneros de Sargeaunt et al. (1978) demostraron que el
analisis isoenzimatico del cultivo de amebas era capaz de diferenciar entre
las entonces denominadas E. histolytica patégena y E. histolytica no
patéogena. Un zimodema es definido como una poblacion genéticamente
diferenciable que comparten el patron electroforético para varias enzimas.
El analisis isoenzimético originalmente implicaba el estudio de cuatro
sistemas, enzima malico (ME), fosfoglucomutasa (PGM), glucosa-fosfato-
isomerasa (GPl) y hexoquinasa (HK). Este ultimo es el més utilizado

actualmente.

De los 20 zimodemas que describié (Sargeaunt 1987), nueve son de la
especie patdégena y el resto de la no patdgena. Actualmente, segun los
estudios de Diamond y colaboradores empleando cultivos axénicos, se
considera que solo existen cuatro zimodemas, de los que II, XIV y XIX
corresponden a E. histolytica y el zimodema | a E. dispar. El resto de los
patrones enzimaticos descritos anteriormente en cultivos xénicos podian
ser el resultado de artefactos, originados por la presencia de bacterias en
el medio (Ravdin 2000).

Este método es capaz de diferenciar E. histolytica de E. dispar, por lo que
se ha considerado la técnica de referencia para el diagnéstico de la
amebiasis, hasta que se han desarrollado nuevas herramientas basadas

en métodos de biologia molecular.

El andlisis de zimodemas presenta varias desventajas, entre las que
destaca su gran complejidad, su precio elevado y la necesidad de
laboratorios con personal cualificado. Ademas, el tiempo de realizacién de
la técnica es largo, se requiere el establecimiento de las amebas en cultivo
y se precisa de una gran cantidad de células para llevar a cabo el analisis
de enzimas. EIl cultivo de amebas no siempre tiene éxito y, ademas, tiene
el inconveniente de que favorece el crecimiento de una especie sobre otra
en el caso de infecciones mixtas. Resulta obvio que no es sencillo

incorporarlo como técnica rutinaria en los laboratorios asistenciales. Por lo
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que el andlisis isoenzimatico para el estudio de E. histolytica ha sido

suplantado por los métodos basados en el andlisis del ADN del parasito.

5.4. Deteccidn de anticuerpos

Los ensayos serolégicos para la identificacion de E. histolytica son muy
utiles en paises desarrollados, donde la infeccién no es endémica (Weinke
et al. 1990; Walderich et al. 1997). Sin embargo, en areas donde la
infeccion si lo es y las personas pueden estar expuestas al parasito, las
pruebas seroldgicas tienen una utilidad limitada, ya que no pueden
distinguir entre una infeccion pasada y una actual, lo que dificulta su
diagndstico (Caballero-Salcedo et al. 1994). En cualquier caso, la
combinacion de la serologia con la deteccidon del parasito, por ejemplo con
técnicas de PCR, es el mejor abordaje para el diagndéstico de la amebiasis.
(Pillai et al. 1999).

Se han desarrollado diferentes métodos serolégicos como la
hemaglutinaciéon indirecta  (HAI), aglutinacion en latex (AL),
inmunoelectroforesis (IEF), contrainmunoelectroforesis (CIE),
inmunofluorescencia indirecta (IFl), fijaciobn del complemento (FC) y
enzimoinmunoensayo (ELISA). En la tabla 1 se incluye un resumen de la
rentabilidad diagndstica de las principales técnicas seroldgicas disponibles
en el mercado con los datos de sensibilidad y especificidad para cada una
de las técnicas y divididas segun los estudios publicados, con la referencia

entre paréntesis para facilitar su revision.

Ademas de las técnicas comerciales incluidas en la tabla 1, también se
utilizan métodos como la FC y la CIE. La FC es un método que aun se
utiliza en el diagnéstico serolégico de algunas enfermedades infecciosas,
pero presenta una menor sensibilidad que las técnicas comerciales en el
caso de la amebiasis. Asimismo tiene un mayor coste, por lo que no se
utiliza en la mayoria de los laboratorios. La CIE era la técnica que se
utilizaba mas comunmente en el pasado. El antigeno HK-9 de E.
histolytica se enfrenta con el suero del paciente en placas de agarosa al

1%. Algunos trabajos han encontrado sensibilidades superiores con la
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técnica de ELISA. Por lo que el ELISA se ha propuesto como alternativa ya

que es una técnica rapida, sencilla y sensible (Restrepo et al. 1996).

Tabla 1. Técnicas seroldgicas comercializadas para la deteccion de la

amebiasis

Ensayo

Sensibilidad % | Especificidad %

Fabricante

Cellognost-Amoebiasis | 100? 90.9-100? Dade Behring Marburg GmbH,
(HAD (Pillai et al. 1999) Marburg, Germany
Novagnost Entamoeba > 95P ~95 b NovaTec Immundiagnostica
1IgG GmbH, Dietzenbach, Germany
Bichro-Latex Amibe 93.3 95.5 Fumouze Diagnostics,

(van Doorn 2005) Levallois-Perret Cedex, France

98.3 96.1

(Robert et al. 1990)

I.H.A. Amoebiasis 93.4 975 Fumouze Diagnostics,

(Robert et al. 1990)

Levallois-Perret Cedex, France

Amoeba-Spot IF

bioMérieux, Marcy-I'Etoile,

ND ND
France
Amebiasis Serology Light Diagnostics
microplate ELISA o5P 97"
Amebiasis Serology 97.9 94.8 LMD Laboratories, Inc.,
microwell EIA(HK-9 (Hira et al. 2001) Carlsbad, CA,USA
antigen, axenic) 92.5 91.3
(Shenai et al. 1996)

RIDASCREEN 100° 95.6° R-Biopharma AG, Darmstadt,
Entamoeba (ELISA) Germany

97.7-100 97.4

(Knappik et al. 2005)

a Para titulos > 1:64, 100% sensible y 90. 9% especifico. Para titulos > 1:512, 100% sensible y
100% especifico.

b Segln datos del fabricante

¢ ND, no disponibles.

Con respecto a la HAI, es un método sencillo de realizar y muestra una
elevada especificidad (Hung et al. 1999). Sin embargo, la sensibilidad es
mas baja en pacientes con AHA, porque puede dar falsos negativos en las
dos primeras semanas del comienzo de los sintomas (Sanchez-Guillen et

al. 2002; Sanchez-Guillen et al. 2000).

En relacion con los ensayos de aglutinaciéon en latex son muy faciles de
llevarlos a cabo, en 10 minutos se obtiene el resultado. En un trabajo
publicado recientemente por van Door y colaboradores (2005), la
especificidad de una de estas técnicas se situdé en el 99.5%. La
sensibilidad fue del 92% en los pacientes con absceso hepatico, y del

100% en los enfermos con colitis amebiana. Estos resultados son
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similares a los publicados con anterioridad (Robert et al. 1990; Kraoul et
al. 1997).

Por otra parte, la deteccidon de anticuerpos utilizando IFlI es un método
rapido, fiable y reproducible (Garcia et al. 1982). En el diagndéstico del
AHA, la sensibilidad y especificidad alcanzadas son 93,6%, Yy 96.7%o,

respectivamente (Shamsuzzaman et al. 2000).

Para terminar, los ensayos de ELISA son los mas utilizados en los
laboratorios de todo el mundo, tanto en estudios epidemiolégicos como en
el diagnostico de pacientes con amebiasis (Knappik et al. 2005). La
deteccion de anticuerpos en suero por ELISA es una herramienta muy
valiosa en el caso del AHA. La sensibilidad de estos ensayos seroldgicos en
pacientes con AHA se ha situado entorno al 100% en muchas de las series
publicadas (Zengzhu et al. 1999). En un estudio realizado con un ELISA
en una zona endémica en Vietnam, se observdé que mas del 80% de los
individuos infectados con E. histolytica, incluso los portadores
asintomaticos, tenian anticuerpos frente a la ameba en suero. Estos
resultados fueron confirmados por una técnica de PCR en tiempo real

(Blessman et a.l 2002a; Blessman et a.l 2002b).

5.5. Deteccidon de antigeno en heces (Coproantigeno)

En los ultimos afos, se han desarrollado otra clase de herramientas
diagndsticas. Estas técnicas se basan en la deteccién de antigenos en vez

de anticuerpos en muestras clinicas.

Se han desarrollado ensayos de ELISA para la detecciéon de antigenos en
muestras de heces. Los anticuerpos monoclonales son la base de los
ELISA de captura que se han comercializado para realizar el diagnostico
de E. histolytica. Estos tests de ELISA utilizan anticuerpos monoclonales
dirigidos contra epitopos especificos de la lectina de galactosa/N-
acetilgalactosamina (Gal/GalNAC) de E. histolytica, como los epitopos 3 ,
4,5y 6 (Petri, Jr. et al. 1990) (E. histolytica Il;TechLab, Blacksburg, VA)

o0 anticuerpos monoclonales dirigidos contra el antigeno rico en serina de
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E. histolytica (Optimum S kit; Mersin Diagnostika, Bornheim-Hersel,
Germany). Esta técnica es muy sencilla y rapida de realizar, pero tienen el
inconveniente de que el antigeno se desnaturaliza por los conservantes,
por lo que sélo se pueden efectuar en muestras de heces recién emitidas o
congeladas. a evaluaciéon de estos ensayos en un estudio realizado en
Bangladesh demuestra que son mas sensibles que la microscopia y que el
cultivo, para la deteccion de E. histolytica en la muestra de heces de
pacientes con colitis amebiana, asi como de portadores asintomaticos
(Haque et al. 1995; Haque et al. 1998; Haque et al. 1997).

En contraste, otros estudios no han obtenido resultados similares. En este
sentido, Gonin y Trudel (2002) encuentran que el ELISA presenta una
sensibilidad menor del que la técnica de PCR en la diferenciacion de E.
histolytica/E. dispar. En otro estudio comparativo, Mirelman vy
colaboradores (1997) observaron que la técnica de PCR tiene una
sensibilidad 100 veces superior que el ELISA en la deteccion de E.
histolytica. En otro trabajo en el que comparan la eficacia del ELISA de
antigeno con la rentabilidad del cultivo y posterior estudio de zimodemas
se concluyd que la rentabilidad mas baja se observaba con la técnica de
ELISA (Gatti et al. 2002). Ademas, otros investigadores han detectado
problemas de falsos positivos por reactividad cruzada con E. dispar
(Furrows et al. 2004; Visser et al. 2006).Por tanto, la técnica de ELISA
tiene una utilidad limitada, por lo que en paises desarrollados es
cuestionable su uso, ya que deben utilizarse técnicas mas fiables como las

basadas en la biologia molecular.

Por otra parte, métodos antigénicos para la deteccién de la adhesina de E.
histolytica, se han empleado en otras muestras, como el suero y el pus de
los enfermos con absceso hepéatico. Un trabajo analizé el kit comercial de
TechLab E. histolytica Il en este tipo de muestras con una rentabilidad
muy elevada, que no ha sido confirmada en otros trabajos posteriores
(Haque et al. 2000).

También se han comercializado ensayos de inmunocromatografia, TPP

(Biosite Diagnostic Inc.,San Diego, CA), que detectan simultdneamente
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antigenos de Giardia duodenalis, Cryptosporidium spp. y E. histolytica/E.
dispar en muestras de heces recién emitidas o congeladas. Algunos
investigadores han encontrado una elevada sensibilidad y especificidad al
comparar el kit TPP con la microscopia para la deteccidon de E. histolytica/
E. dispar (Garcia et al. 2000; Sharp et al. 2001). Sin embargo, otros
autores han comunicado recientemente una baja sensibilidad de este
ensayo (Leiva et al. 2006). El protocolo es muy sencillo de realizar, pero
tiene el inconveniente de que al no diferenciar entre E. histolytica y E.
dispar no puede utilizarse en el diagnéstico de laboratorio de la amebiasis.
Ademas, un inconveniente adicional es que la muestra de heces debe ser
reciente y, si no es posible, se debe congelar hasta la realizacion del

ensayo.

5.6. Analisis de ADN

Las técnicas basadas en el analisis del ADN, como la PCR, han
revolucionado el diagndstico de la amebiasis, ya que presentan una
elevada sensibilidad y especificidad. Sin embargo, en paises tropicales y
subtropicales donde Ila amebiasis presenta un problema de salud
considerable, el diagndstico se sigue realizando por el examen
microscopico, ya que estas nuevas técnicas de PCR son mas caras y
necesitan equipos especializados y personal cualificado en ensayos

moleculares.

Uno de los principales problemas que tenia el diagndstico molecular de los
patogenos intestinales era el relacionado con la extraccion de ADN, ya que
las heces es la muestra mas compleja para realizar una técnica de PCR
debido a la presencia de sustancias inhibidoras, como hemoglobina,
bilirrubina, sales biliares, pectinas y carbohidratos, que se extraen junto
con el ADN del paréasito y disminuyen la sensibilidad de la técnica. Por
tanto, la optimizacion del método de extraccibn de ADN a partir de las
heces es crucial para el éxito en los estudios con protocolos de PCR.
Recientemente, han sido desarrollados métodos de aislamiento de ADN de
muestras de heces, los cuales han incrementado la sensibilidad de los

ensayos de PCR ya que eliminan los inhibidores, bien durante el proceso
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de extraccion de ADN, o purificando el ADN previamente extraido,
utilizando compuestos quelantes y/o columnas de purificacion. Debe
destacarse, que el equipo comercial QlAamp® DNA Stool Mini Kit
(QIAGEN) es el método de extraccion de ADN de muestras fecales mas
utilizado actualmente en los laboratorios de investigacion clinica

(Blessmann et al. 2002; Roy et al. 2005; Gonin & Trudel 2003)

Las técnicas basadas en la PCR se consideran en la actualidad los métodos
de eleccion para el diagnéstico clinico y estudios epidemiolégicos de la
amebiasis en paises desarrollados (Mirelman et al. 1997). Por otra parte,
la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) recomienda utilizarlas,

sustituyendo los métodos clasicos.

Hay que destacar que las técnicas de PCR, presentan una sensibilidad 100
veces mayor que la deteccion de antigeno mediante los kits comerciales
de ELISA, descritos en la seccion anterior (Mirelman et al. 1997). Ademas,
las técnicas de PCR tienen la capacidad de discriminar sin limitaciones
entre las dos especies de amebas pertenecientes al complejo E.

histolytica/E. dispar.

Otra ventaja de estas técnicas moleculares es que se pueden utilizar para
la deteccién de E. histolytica en una gran variedad de muestras clinicas
como por ejemplo, heces, pus del absceso hepatico, orina, sangre y
biopsias (Khan et al. 2006; Solaymani-Mohammadi et al. 2006a; Zengzhu
et al. 1999; Zaman et al. 2000; Parija & Khairnar 2007). También se
pueden utilizar muestras de heces en conservante, pero hay que resaltar
que el formol puede tener un efecto inhibidor de la técnica de PCR. Ramos
y colaboradores (1999) describen como el efecto inhibitorio de la
formalina esta directamente relacionado con el tiempo que permanecen
las heces en el conservante. En sus trabajos demuestran que a partir del
segundo dia se produce una disminucién de la sensibilidad de las técnicas
de PCR. Por el contrario, un grupo de investigadores, Paglia & Visca
(2004), no encuentran relacion entre el tiempo de conservacion de la
muestra de heces en formalina y la inhibicién de la técnica de PCR. En su

trabajo obtienen los mismos resultados de amplificacion de E. dispar por
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la técnica de PCR en las heces conservadas en formalina durante 1, 7, 30
y 90 dias.

Se han desarrollado una gran variedad de métodos de PCR y se han
utilizado diferentes genes como diana para el diagndstico y diferenciacion
de las dos especies de amebas. Las diferencias detectadas en el gen que
codifica para el ARN de la subunidad pequefia del ribosoma (SSUrDNA)
entre E. histolytica y E. dispar (Clark & Diamond 1991a; Clark & Diamond
1992; Cruz-Reyes et al. 1992; Que & Reed 1991) han hecho que la
mayoria de los métodos de PCR publicados amplifiguen regiones del
SSUrDNA del episoma (Verweij et al. 2000; Evangelopoulos et al. 2000;
Nunez et al. 2001; Heckendorn et al. 2002; Moran et al. 2005; Clark &
Diamond 1993). Otra ventaja de la diana elegida es que este gen tiene un
elevado numero de copias (Bhattacharya et al. 1989), lo que proporciona

un aumento de sensibilidad a la técnica.

Otros investigadores han desarrollado métodos de PCR utilizando como
diana otros genes, como el gen que codifica para el antigeno de superficie
de 125-KDa (Tannich & Burchard 1991; Edman et al. 1990) y el gen que
codifica para el antigeno de 29-Kda/30-Kda (Tachibana et al. 1991; Rivera
et al. 1996). También se ha descrito una PCR colorimétrica, que amplifica
el ADN extracromosémico circular. Este método presenta la ventaja de
que el producto de amplificaciéon se detecta utilizando sondas especificas,
por lo que la lectura se realiza en microplacas sin tener que utilizar geles
con bromuro de etidio (BrEt) (Aguirre et al. 1997; Aguirre et al. 1995).
Recientemente, se ha publicado un ensayo de PCR utilizando como diana

el gen de la hemolisina de E. histolytica (Zindrou et al. 2001).

Con el fin de incrementar la sensibilidad de los ensayos de PCR, se han
desarrollado protocolos de nested-PCR para la deteccién simultanea y
diferenciacion de E. histolytica y E. dispar, utilizando el ADN extraido de
las muestras de heces con examen microscopico positivo (Evangelopoulos
et al. 2000; Haque et al. 1998; Hung et a.l 2005). Estas técnicas ha
demostrado tener una sensibilidad y una especificidad del 94% vy del

100%o, respectivamente (Nunez et al. 2001).
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En el diagnéstico del AHA, se han usado distintos métodos de PCR para la
deteccion del ADN de E. histolytica en el pus del absceso hepatico.
Tachibana y colaboradores (1992) consiguieron una sensibilidad del
100%. Resultados similares han sido reportados por Zindrou Yy
colaboradores (2001). Zaman y colaboradores (2000) en su trabajo
efectuaron la técnica de PCR directamente del pus del absceso, sin un
tratamiento previo de las muestras, logrando una elevada sensibilidad.
Finalmente, se ha realizado un estudio (Parija & Khairnar 2007) en el que
se utiliza la muestra de orina para la deteccibn de E. histolytica en

pacientes con amebiasis extraintestinal.

La PCR en tiempo real es una nueva y atractiva metodologia para el
diagnostico de enfermedades infecciosas. Recientemente se han
desarrollado técnicas de PCR en tiempo real para el diagndstico y
diferenciacion de E. histolytica y E. dispar (Blessmann et al. 2002; Roy et
al. 2005). Esta clase de PCR se basa en los métodos convencionales de
PCR, pero incorporando la novedad de la deteccién cuantitativa del
producto amplificado, mediante fluorescencia. En un trabajo en el que se
compara la PCR convencional con una PCR en tiempo real para la
deteccioén de E. histolytica y E. dispar, se obtuvo la misma sensibilidad con
las dos técnicas (Calderaro et al. 2006) Sin embargo, Roy y colaboradores
(2005) obtienen una sensibilidad superior con la técnica PCR en tiempo
real, resultados que se han visto confirmados por otros trabajos mas

recientes (Qvarnstrom et al. 2005).

También se han publicado ensayos de PCR en tiempo real para la
detecciobn simultanea de E.  histolytica, Giardia duodenalis vy
Cryptosporidium spp., con una excelente sensibilidad y especificidad
(Verweij et al. 2004; Haque et al. 2007). Por lo que estos ensayos son
una alternativa muy interesante, que podria ser introducida en algunos
laboratorios asistenciales, para la deteccion del ADN de estos parasitos, en

casos de enfermos con diarrea (Ten Hove et al. 2007).
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5.7. Métodos de caracterizacion

Las infecciones por E. histolytica son muy variables desde el punto de
vista clinico. Muchos enfermos no desarrollan la enfermedad, siendo
portadores asintomaticos durante muchos afios. En otras ocasiones, se
producen diarreas y otros sintomas intestinales, que pueden variar desde
cuadros leves a casos muy intensos, que pueden poner en peligro la vida
del paciente. Por dultimo, en algunos pacientes se producen cuadros
extraintestinales, que pueden llegar a causar AHA y otras complicaciones.
Los factores que determinan la evolucion de la infeccidn por E. histolytica
son desconocidos. Existen varias posibilidades, ya que pueden depender
de la cepa infecciosa, del hospedador o ser una combinacién de ambos
factores, ya que, probablemente, sea una interaccibn entre factores
genéticos, inmunoldgicos, del estado nutricional, de la flora entérica, del
hospedador y de la existencia de distintos genotipos del parasito que

producen la enfermedad

Una de las posibilidades mencionadas que mas se han analizado
recientemente es el genotipo del parasito. Por lo que se han realizado
estudios moleculares para determinar si algunos cepas de E. histolytica
tienen mayor probabilidad que otras de producir enfermedad invasora. En
relacion con ésto, parece probado que deben desarrollarse herramientas
para estudiar la diversidad del parasito. En este sentido se han puesto a
punto técnicas de PCR para detectar variaciones en el ADN de las distintas
cepas de E. histolytica. Para determinar la variabilidad se han estudiado

secuencias diana codificantes y no codificantes de los acidos nucleicos.
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Proteinas

Dos genes de E. histolytica han mostrado polimorfismo en la region
codificante, el de la proteina rica en serina de E. histolytica (SREHP) y el

de la quitinasa.

SREHP, fue descrita como un antigeno de superficie y se investigb como
un candidato a vacuna (Stanley, Jr. et al. 1990; Bruchhaus & Tannich
1993). Clark y Diamond (1993) detectaron variaciones en este gen en
cepas de E. histolytica, mantenidas en cultivo axénico, procedentes de

diferentes zonas geograficas.

Recientemente se ha descrito una nested SREHP-PCR para investigar la
diversidad de E. histolytica usando ADN extraido de muestras de heces o
del pus del absceso sin necesidad de cultivar el parasito (Ayeh-Kumi et al.
2001), tabla 2. Los investigadores encontraron diferencias en el gen
SREHP entre las cepas que causan amebiasis intestinal de las causantes
de absceso hepatico mediante la nested SREHP-PCR. Sin embargo, en un
estudio realizado en Japdn no se determind una relacién significativa entre
el genotipo y las presentaciones clinicas, como diarrea y absceso hepatico
(Haghighi et al. 2002). Los autores proponen que la tipificacion molecular
de E. histolytica puede ayudar a determinar el origen geografico y la ruta
de transmision del parasito. Otro trabajo llevado a cabo en Georgia
(Simonishvili et al. 2005), con cepas de E. histolytica aisladas de
pacientes de Tbilisi donde se produjo un brote de amebiasis, revelaron un

alto grado de polimorfismo.

Quitinasa, ha sido utilizada con menos frecuencia. La mayoria de los
estudios se han basado mas en la secuenciaciéon de los productos de la
PCR que en la variacién del tamafio de los mismos. La quitinasa también

estd presente en E. dispar y presenta polimorfismo (Ghosh et al. 2000).
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Tabla 2. Primers usados para la caracterizacién de genes polimoérficos de

E. histolytica y E. dispar

Gen Primer Secuecia (5'- 3’) Referencia
(Ayeh-Kumi et
SREHP SREHP5 GCTAGTCCTGAAAAGCTTGAAGAAGCTG 4t 2001)
SREPH3 GGACTTGATGCAGCATCAAGGT
NSREPH5  TATTATTATCGTTATCTGAACTACTTCCTG
NSREPH3  TGAAGATAATGAAGATGATGAAGATG
Quitinasa Ghosh et al
de E. (2000)
histolytica EHF GGAACACCAGGTAAATGTATA
EHR TCTGTATTGTGCCCAATT
Quitinasa
de E. dispar EDF GGAACACCAGGTAAATGCCTT
EDR TCTGTATTGTGCCCAATT
(Zaki & Clark
Locus 1-2 R1 CTGGTTAGTATCTTCGCCTGT 2001)
R2 CTTACACCCCCATTAACAAT
E. histolytica Hsp1 AGTTCTCTTTTTATACTTTTATATGTT
Hsp2 ATTAACAATAAAGAGGGAGGT
E. dispar
Dspl TTGAAGAGTTCACTTTTTATACTATA
Dsp2 TAACAATAAAGGGGAGGG
(Zaki & Clark
Locus 5-6 R5 CTAAAGCCCCCTTCTTCTATAATT 2001)
R6 CTCAGTCGGTAGAGCATGGT
E. histolytica
Hsp5 CTATAATTTATATATTATTCTCTTTGAGA
Hsp6 CATTGTTTTTAAAGTTAAAGACG
E. dispar
Dsp5 CTATACTATATTCTTTTTATGTACTTCCC
Dsp6 CTGAGAGCATTGTTTTTAAAGAA

Locus ligados al ARNt (tRNA-linked Loci)

En algunos patégenos eucariotas los microsatélites se han utilizado como

diana para detectar diversidad. E. histolytica carece de microsatélites pero

contiene STRs (repeticiones cortas en tandem), de complejidad mayor que

los tradicionales microsatélites. Los locus que contienen STR estan ligados

a genes ARNt. Ademas, los STRs se caracterizan por ser ricos en A

(adenina) y T (timina) y varian en la secuencia y en el numero de

repeticiones entre las distintas cepas (Zaki & Clark 2001).
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Dos locus STR, locus 1-2 y locus 5-6, han mostrado polimorfismo para E.
histolytica y E. dispar, lo que hace que sean un posible marcador
molecular para investigar la epidemiologia de estas dos especies de
amebas (Zaki & Clark 2001). Se ha descrito un método de PCR para la
diferenciacion simultanea y caracterizacion de E. histolytica y E. dispar, ya
que se han disefiado primers especificos para cada una de las especies
(Zaki et al. 2002), tabla 2. También se ha realizado con éxito la
tipificacion molecular directamente de muestras de heces, cuando el ADN
fue extraido con el Kit comercial QlAamp® DNA Stool Mini Kit (QIAGEN)
(Zaki et al. 2003Db).

Posteriormente, se ha completado un analisis exhaustivo del polimorfismo
de los STRs ligados al ARNt y el resultado ha sido la identificacién de seis
secuencias polimaorficas (Ali et al. 2005). Se ha desarrollado un método de
PCR para el genotipado de E. histolytica basado en la variacion de los
STRs. Se han disefiado seis parejas de primers especie-especificos que
diferencian entre E. histolytica y E. dispar, de esta forma se evitan los
problemas en la identificacion de las infecciones mixta, tabla 3. El
polimorfismo intraespecie se detecta por el tamafio de los productos de
PCR obtenidos, sin necesidad de posteriores analisis. La utilizacion de
nested PCR alcanza una rentabilidad de mas del 99% para todos los STRs,
independientemente del origen de la muestra analizada (células de

cultivo, pus del absceso hepatico y heces).

Méas recientemente, este método se ha utilizado como herramienta para
investigar la identificacion de genotipos del parasito en pacientes
infectados con E. histolytica pero con diferente clinica. Se incluyeron en el
estudio individuos asintomaticos, con diarrea o absceso hepatico. De esta
manera, se detecté un alto grado de polimorfismo en E. histolytica, y se
encontré diferencias significativas en el genotipo presentado por las
muestras de los tres grupos analizados, lo que sugiere que el genoma del

parasito influye en la evolucién de la infeccion (Ali et al. 2007).
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Tabla 3. Primers usados para el genotipado de E. histolytica y E. dispar

Primer?® Secuencia (5’ — 3’) TA(°C)°
Primera amplificacion®

A-L5 GGATCGATACCCCTCATCTCCA 64
A-L3 CGCATCTTGCGATAGCCGAG

D-A5 (R1)d CTGGTTAGTATCTTCGCCTGT 56
D-A3 (R2)d GCTACACCCCCATTAACAAT

N-K5 CGAACGGCTGTTAACCGTTA 55
N-K3 TTCCTAGCTCAGTCGGTAGA

R-R5 AGCATCAGCCTTCTAAGCTG 55
R-R3 CTTCCGACTGAGCTAACAAG

STGA-D5 CTCTGGATGCGTAGGTTCAA 58
STGA-D3 GTATCTTCGCCTGTCACGTG

S-Q5 GTGGTCTAAGGCGTGTGACT 56
S-Q3 GAGATTCTGGTTCTTAGGACCC

Segunda amplificacion especifica para E. histolytica

AL-H5 CATCTCCATTATTATCTAGATATCCT TTATTACT S7
AL-C GGCACGAATGCTTTGATATATAA

DA-H5 (Hspl)d GAGTTCTCTTTTTATACTTTTATATGTT 50
DA-H3 (Hsp2)d ATTAACAATAAAGAGGGAGGT

NK2-H5 GAAGCGTCTTTTTTACTATTAGTG 59
NK2-H3 GGCGTATTTTTAGAATAGGATAAG

RR-H5 GCGCCTTTTTATTCAATATACTCC 57
RR-H3 GGATGAAGATATCTTCACAGGG

STGAD-H5 AAATCCTGCCACTGTCGTAA 58
STGAD-H3 AATCCCCGTTGAAGAGTTCT

SQ5 GTGGTCTAAGGCGTGTGACT 55
SQ-H3 GTGGGACCACTTTTTATACCTA

Segunda amplificacion especifica para E. dispar

AL-D5 CATCTCCATTATTATGTATCTATTTA TCTATTTA 60
AL-C GGCACGAATGCTTTGATATATAA

DA-D5 (Dspl)d TTGAAGAGTTCACTTTTTATAC TATA 50
DA-D3 (Dsp2)d TAACAATAAAGGGGAGGG

NK-D5 GCGGAAGCGTCTTTTTTACTATT ATTA 58
NK-D3 GGGCGTATTTTTATAATAAGAATAG GTGG

RR-D5 CATGAGGCGCCTTTTTATCA 58
RR-D3 AGGGGATGATGATATTGAACAC ACTC

STGAD-D5 AAATCCTGCCACTGTCGTAC 63
STGAD-D3 AATCCCCGTTGAAGAGTTCA

SQ-D5 AGCATAGGTGTATAGGTGTTAGG 53
SQ-D3 GGTGGGACCATATTTTATACTTC

a H, E. histolytica; D, E. dispar;

b Los p'rimers tR'N'A—esp'ecificos amplifican los STRs de E. histolytica y E.dispar.

¢ TA, temperatura de anillamiento.

d Estos primers son los descritos previamente para el locus 1-2.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

La amebiasis es una infeccibn emergente en Espafa. El diagnéstico de
esta parasitosis se basa en los métodos microbiolégicos tradicionales, que
tienen una sensibilidad baja y que no permiten distinguir entre E.
histolytica y otras especies comensales de amebas, como E. dispar. Las
técnicas diagndsticas de deteccion de acidos nucleicos han mostrado una
gran utilidad en la caracterizacion de diversas infecciones.

Este trabajo intenta demostrar que puede mejorarse el diagndstico de la
amebiasis, mediante el disefio y la validacion de técnicas moleculares para
su posterior aplicacion clinica y epidemiolégica. El desarrollo experimental

del trabajo se realizdé segun los siguientes objetivos.

Objetivos

1. Desarrollo y validacion de una técnica de PCR para el

diagndstico y diferenciacion de E. histolytica y E. dispar.

2. Aplicacioén clinica de la técnica de PCR:

2.1 Diagnoéstico de E. histolytica en pacientes con amebiasis

extraintestinal.

2.2 Diagnéstico y diferenciacion de E. histolytica y E. dispar en muestras

de heces.

3. Caracterizacion genotipica de las cepas de E. histolytica de los

pacientes con amebiasis.
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1. Desarrollo y validacion de una técnica de PCR con aplicacion

para el diagnéstico y diferenciacién de E. histolytica y E. dispar

1.1. Optimizacion de las condiciones de trabajo para una
nested-PCR

El objetivo fue desarrollar una nested-PCR, ya que este tipo de reacciéon
permite un incremento de la sensibilidad (al contar con dos pasos de
amplificacion) y de la especificidad (al utilizar dos parejas de primers
distintos en cada paso de amplificacidon). Se seleccion6 como diana el gen
SSUrADN del episoma (gen que codifica para el ARN de la subunidad
pequefa del ribosoma), que se encuentra repetido un elevado numero de

veces en el genoma de Entamoeba.

Se utilizaron los primers previamente disefiados por Evangelopoulos et al.
(2000). Los primers E1 y E2 permiten amplificar un fragmento comun a
E. histolytica y E. dispar de 1076 pb en la primera reaccién de PCR. En la
segunda reaccion se emplean unos primers especificos de E. histolytica,
Eh-l1 y Eh-r, obteniendo un producto de amplificaciéon de 427 pb y otros
primers especificos para E. dispar ,Ed-l y Ed-r, que rinden un producto de

amplificacion de 195 pb, tabla 4.

Tabla 4. Secuencias de los primers utilizados en la PCR

Denominaciéon Secuencia Pares de bases
E1 TGC TGT GAT TAA AAC GCT
1076 pb
E2 TTA ACT ATT TCA ATC TCG G
Eh-I ACA TTT TGA AGA CTT TAT GTA AGT A
427 pb
Eh-r CAG ATC TGA AAA CAA TGC TTC TCT
Ed-I GTT AGT TAT CTA ATT TCG ATT AGA A
195 pb
Ed-r ACA CCA CTT ACT ATC CCT ACC
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En la figura 7 se incluye un esquema de la nested-PCR empleada en

nuestro trabajo.

‘ Nested PCR

iy P B s B e B

El—> 1°PCRI -—F2

Entamoeba

EhF — <~ ENR
E_dF—) - E_dR

2° PCRI ———— . h1istolytica

E. dispar

Figura 7. Esquema de la nested-PCR

El ADN control fue cedido por cortesia del Dr. Graham Clark (The London
School of Hygiene & Tropical Medicine, Londres, Inglaterra) obtenido a
partir del cultivo axénico de las cepas de E. histolytica HM-1:IMSS,
200:NIH, H-303:NIH, IULA:1092:2, IULA0592:1 y de E. dispar SAW 760.

Las reacciones se llevaron a cabo utilizando reactivos de BIOTOOLS
(BIOTOOLS B&M Labs, S. A., Espafia):

-Tampén de reaccion 10x: Tris HCI 75mM (pH 9.0), KCI 50 mM, (NH4)2S04
20mM.

- MgCl; :50 mM.

- dNTPs: dATP, dTTP, dCTP, dGTP 10mM, en agua ultrapura pH 7.0.

-Tth ADN polimerasa: 1 U/ul en tampon de almacenamiento.

Los primers usados fueron sintetizados por SIGMA-GENOSYS, Europa.

El termociclador empleado fue el Gen Amp 2700 PCR System (Applied

Biosystems).
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Los productos de PCR se visualizaron tras someterlos a electroforesis en
gel de agarosa al 2% en tampén TBE 1X (Tris-borato 0.04 mM, EDTA
0.001mM pH 8.0) y tincién con BrEt (1ul de soluciéon 10mg/ml por cada ml
de gel) en una cubeta de electroforesis horizontal SUB-CELL® GT (BIO
RAD) y transiluminacién con UV, GEL Doc 2000 (BIO RAD) utilizando el
programa Quantity One 4.4.0 (BIO RAD).

1.1.1 Seleccion de la concentracion de MgCl,

Se prepararon una serie de reacciones con un rango de concentraciones

de MgCl; entre 1.0 y 3.0 mM, a intervalos de 0.5 mM.

1.1.2 Seleccién de la concentracién de primers y Temperatura (T2) de

reaccion

Para ajustar la concentracion final de primers en cada PCR se realiz6 una
serie de reacciones con un rango de concentraciones entre 10 y 30 pmol,
con intervalos de 2.5 pmol. Para la selecciéon de la T2, ensayamos la

descrita por Evangelopoulos et al. (2000).

1.1.3 Selecciéon del numero de ciclos de amplificaciéon

Establecidos los parametros anteriores, se llevaron a cabo una serie de
ensayos en los que Unicamente se alter6 el nimero de ciclos de
amplificacion, probandose un rango entre 30 y 45 ciclos con intervalos de

5 ciclos.

1.1.4 Seleccién del volumen del producto de PCR de la primera reaccién a

utilizar en la seqgunda reaccion

El dltimo paso consistié en definir qué cantidad del producto de la primera
PCR debia usarse como ADN molde en la segunda PCR. Se preparé una
dilucién 1/50 del primer producto de PCR. Se utilizé 5 ul del producto de la
primera PCR y 5 ul de la dilucién 1/50.
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1.1.5 Seleccién de las condiciones de la segunda reaccién de PCR

Una vez quedaron establecidos todos los parametros para ambas PCRs, se
probd a introducir juntos los primers de las dos especies de amebas en la
segunda reacciéon de PCR (multiplex PCR), o realizar por separado una

reaccion de PCR para cada una de las especies.

1.2. Determinacion de la sensibilidad de la nested-PCR con ADN

de E. histolytica y E. dispar procedente de cultivo axénico

Para evaluar la cantidad minima de parasitos que se pueden detectar con
la nested PCR se prepard unas diluciones de ADN de E. histolytica y E.
dispar, ensayandose las cantidades correspondientes a 100, 10, 1, 0.1,
0.001, 0.0001 paréasitos.

En paralelo se realizaron las mismas pruebas pero incluyendo 5 ul de ADN
extraido de una muestra de heces negativa a E. histolytica y E. dispar,
para comprobar si el aumento de ADN extrafio puede disminuir la
sensibilidad de la PCR.

1.3. Estudio de especificidad con otros parasitos

Se determinamé la especificidad de la PCR con ADN de los siguientes
parasitos extraidos de heces humanas: E. coli, E. hartmanni, Endolimax
nana, lodamoeba butschlii, Cryptosporidium spp. , Giardia duodenalis,
Blastocystis hominis, Ciclospora cayetanensis, Ascaris lumbricoides,

Trichuris trichiura.
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1.4. Eleccion del método de extraccion de ADN a partir de

muestras bioldgicas

Para determinar el método idéneo de aislamiento de ADN en muestras de
heces y en el material del absceso hepatico, se probaron dos métodos de

extraccion de ADN.

Se procesaron 10 muestras de heces, en las que se habian observado por
microscopia quistes de E. histolytica/E. dispar. Las muestras se
mantuvieron conservadas a —20° C hasta la realizacion de la extraccion de
ADN. También se llevé a cabo la extraccion, del material obtenido por
puncidén-aspiracion del absceso hepatico de tres pacientes con serologia

positiva para E. histolytica.

1.4.1. Extraccion de ADN con tiocianato de guanidina

El primer método probado fue la extracciéon con tiocianato de guanidina
(Casas et al. 1995). Las muestras de heces fueron sometidas a
tratamiento previo, con el fin de eliminar posibles restos de alimentos. Se
cogieron 1g de heces y se introdujeron en un tubo con filtro (BIOSEPAR).
Se resuspendieron en 2 ml de buffer fosfato salino 1X (PBS) y se
homogenizaron bien con el vortex . Se filtraron para eliminar las particulas
gruesas. Se centrifugdé a 3000 rpm durante 5 minutos. Se separ6 el
sobrenadante del sedimento. El sedimento se resuspendié en 400 ul de
PBS. Se utilizé 200 pl para la extraccion con tiocianato de guanidina y se

congeld el resto.

La extraccion con tiocianato de guanidina se realizé a partir de 200 pl del
material del absceso y 200 ul del sedimento de las heces filtradas. Se
incubaron durante 15 minutos a temperatura ambiente en 600 pl de
tampon de lisis de tiocianato de guanidina (Sigma). Se afiadié 120 ul de
acetato potasico 8M y se mantuvo en hielo, durante 15 a 30 minutos.
Transcurrido este tiempo se afadieron 600 pl de isopropanol (-20°C),
haciendo precipitar a los acidos nucleicos. Las muestras se centrifugaron

durante 20 minutos a 13.000 rpm a 4°C. Después de la centrifugacion, el
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sobrenadante se eliminé y el sedimento se resuspendié en 1.500 ul de
etanol al 70% (-20°C). Una vez realizada una centrifugacion durante 20
minutos a 13.000 rpm a 4°C, el etanol se eliminé y el sedimento obtenido

se resuspendidé en un volumen de 100 pl de agua estéril.

1.4.2. Extraccion de ADN con un método comercial

El segundo método de extraccion de ADN probado fue el Kit de extraccion
comercial QlAamp® DNA Stool Mini Kit (QIAGEN) para las muestras de
heces y para las muestras de absceso hepético se utilizé QlAamp® DNA

Mini Kit (QIAGEN) siguiendo las instrucciones del fabricante.

El protocolo seguido para las muestras de heces fue el descrito por el
fabricante con alguna modificacion. Se pes6 en un tubo de 2 ml de 180 a
220 mg de heces congeladas. Se afadié6 1,4 ml de ASL buffer y se
homogenizé completamente con ayuda del vortex. La suspension se
calenté 5 minutos a 90°C para romper la pared del quiste de la ameba.
Pasado este tiempo se volvié a dar un pulso en el vortex. Se centrifugd un
minuto a 13.000 rpm. En un tubo de 2 ml con una pastilla de Inhibitex se
afade 1,2 ml del sobrenadante y se desecha el pelet. Se homogeniza con
ayuda del vortex hasta su disolucion. Se incuba 3 minutos a T2 ambiente.
Se centrifuga 3 minutos a 13000 rpm. Se echa el sobrenadante en un
nuevo tubo de 1,5 ml. Se vuelve a centrifugar 3 minutos a 13000 rpm.
Se afade 15 pl de QIAGEN Protease (proteinasa K) en un tubo de 1,5 ml;
posteriormente y en el mismo tubo se afiadieron 200 ul del sobrenadante.
En el mismo tubo se incorporaron 200 upl de la solucion AL,
homogenizandose mediante agitacion mecanica durante 15 segundos.
Tras incubar 10 minutos a 56°C, se centrifugé durante 15 segundos a
13.000 rpm. Se afadieron 200 pl de etanol (96-100%) y se agito
mecanicamente durante 15 segundos. Se procedié a dar un pulso para
ayudar a que las gotas de la tapa cayeran al interior. Con cuidado, se paso
todo el contenido del tubo de 1,5 ml a la columna de extraccién, la cual
fue centrifugada a 8.000 rpm durante un minuto. Tras la centrifugaciéon se

pasé la columna a un tubo nuevo, volviéndose a realizar otra
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centrifugacion para asegurarnos que todo el etanol habia sido eliminado,
tras este paso el ADN estaba unido a la membrana de silice de la columna,
que en presencia de gran concentracion de sales retiene el ADN.
Finalmente, se afladieron las soluciones de lavado para eliminar el exceso
de sales, purificando el ADN. Primero se afiadieron 500 pl de la solucion
AW1 a la columna y se centrifugd a 8.000 rpm durante un minuto. Se
pasd la columna a un nuevo tubo y se le afiadi6 500 ul de la solucidon
AW?2, centrifugandose a 13.000 rpm durante tres minutos. Tras esta
centrifugacion se realizé otra a 13.000 rpm durante un minuto, para
asegurar la eliminacién completa de la soluciéon AW2. Por ultimo, se colocé
la columna en un tubo nuevo de 1,5 ml y se le afiadié 200 ul de agua
destilada, se dejo incubar durante 10 minutos a temperatura ambiente y
se centrifugé a 8.000 rpm durante un minuto, recuperando asi el ADN con

el eluido.

1.5. Eleccién de las condiciones para el envio de las muestras

de heces

Se hizo un estudio preliminar para establecer si las condiciones de
conservacion y envio de las muestras de heces podian tener alguna

influencia en los resultados de la técnicas de PCR.

Se utilizaron un total de 59 heces, conservadas de tres formas distintas:
() 10 en formalina al 10 %, (ii) 39 muestras conservadas en SAF
(soluciéon de acetato de sodio, acido acético y formol), y (iii)) 10 frescas
congeladas. Todas las muestras fueron obtenidas de pacientes en los que
en el examen microscépico se observaron quistes compatibles con el
complejo E. histolytica/E. dispar. Las muestras de heces incluidas en
conservante, formalina al 10 % o SAF, fueron lavadas en el laboratorio
con la finalidad de eliminar el conservante. Para esto, las muestras se
trataron con PBS y se centrifugaron a 13000 rpm durante 3 minutos,
repitiéndose el proceso tres veces. El sedimento recuperado se utilizé para

la extraccion de ADN.

43



Material y Métodos

2. Aplicacioén Clinica de la PCR

2.1. Enfermos

2.1.1. Diagnodstico de E. histolytica en pacientes con amebiasis

extraintestinal

Se estudiaron 15 enfermos con absceso hepatico amebiano (AHA)
diagnosticados por técnicas serolégicas y de imagen. Se analizaron las

variables demograficas, epidemiolégicas y clinicas.

En 13 pacientes se analizé el material obtenido por puncién-aspiracion del
absceso, y en cuatro de éstos también se procesé una muestra de heces.
En dos pacientes so6lo se realiz6 el estudio en las heces, ya que no se llevd

a cabo puncion del absceso hepatico.

Para realizar el estudio de especificidad se analizé el material obtenido por
puncidn-aspiracion de 14 pacientes con un diagnéstico de absceso

hepéatico no amebiano.

En todos los pacientes se hizo la deteccion de anticuerpos frente a E.

histolytica.

2.1.2. Diagnodstico y diferenciacién de E. histolytica y E. dispar

en muestras de heces

Se procesaron 414 muestras de heces, correspondientes a 302 pacientes.
Estas muestras fueron agrupadas segun el resultado del examen
microscopico (ver tabla 5). Hubo un gran niumero de muestras en las que
no se pudo realizar el diagndstico diferencial entre las distintas especies
de amebas, ya que llegaron a nuestro laboratorio congeladas. En muchos
hospitales no disponen de un micrémetro en el ocular y es muy dificil

poder precisar la especie de Entamoeba.
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Tabla 5. Muestras de heces analizadas

Resultado examen microscépico Pacientes N° heces

A. Quistes compatibles con E. histolytica/E.

76 95
dispar
B. Quistes de amebas sin precisar especie 71 120
C. Quistes no E. histolytica/E. dispar 16 20
D. No se observan quistes de amebas 139 179
TOTAL 302 414

Se analizaron las variables demogréficas, epidemioldgicas y clinicas de los

pacientes incluidos en cada grupo.

2.2. Procesamiento de las muestras

2.2.1. Heces

Las heces llegaron al laboratorio refrigeradas (4°C) o congeladas a —20
©C. En las que llegaron refrigeradas, se separé una parte para realizar el
meétodo de concentracién y el resto se conservo a —20° C hasta proceder a
la extraccion de ADN y andlisis por PCR. Si las heces venian congeladas,
se guardaban a — 20° C hasta llevar a cabo la extraccion de ADN y analisis
por PCR.

2.2.2. Muestra del absceso hepatico
El material obtenido por puncidn-aspiracion del absceso hepatico se
conservo a 4°C, hasta proceder a la extracciéon de ADN y analisis por PCR.

En nuestro laboratorio no se realiz6 el examen microscopico porque

habian pasado varios dias desde la toma de la muestra.
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2.2.3. Suero

Las muestras de suero se mantuvieron a 4°C hasta su procesamiento y

posteriormente fueron almacenadas a —20°C.

2.3. Técnicas empleadas para el diagnéstico de E. histolytica y

E. dispar en el laboratorio

2.3.1. Examen microscoépico

Las heces se observaban al microscopio tras realizar un protocolo de
concentracion difasica, formalina-éter, y tincibn con lugol. Aquellas
muestras que presentaban quistes dificiles de diferenciar fueron
posteriormente procesadas mediante la tincibn permanente Negro de

Clorazol.

Técnica difasica de formalina-éter

A continuacién se describe el protocolo. Se utilizé un sistema comercial
cuyos tubos llevan incorporado un filtro adecuado para la realizacion de la
técnica de concentracion, BIOSEPAR (ROTEC MEDICA) :

1. Colocar una pequefia cantidad de heces en el tubo BIOSEPAR que
contiene 3 ml de formalina, dejar las heces 20 minutos a T2 ambiente.
2. Cerrar el tubo con la muestra y agitar en el vortex para disolver las
heces.

3. Destapar el tubo y anadir 1,25 ml de éter.

4. Enroscar el tubo cénico que contiene el filtro e invertir.

5. Mezclar agitando de 10 a 30 segundos de arriba a abajo

6. Dejar filtrar la suspension colocando el tubo en una gradilla durante
unos minutos, hasta que termine de filtrar.

7. Se quita el filtro con el tubo y ponemos el tapdn en el tubo coénico.
8. Centrifugar el filtrado 5 minutos a 2500 rpm.

9. Desenrroscar el tapon y quitar el sobrenadante.

10. Mirar el sedimento al microscopio con lugol y solucién salina.
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Técnica de tincion de Negro de Clorazol

En el protocolo que se describe el colorante empleado se fija al nucleo y a
otras estructuras citoplasmaticas de las amebas que se presentaran de
color oscuro. Las laminas tefiidas se observan con objetivo de inmersion
(100X) para poder detallar la morfologia y las caracteristicas de los
nucleos y asi poder diferenciar las amebas del complejo E. histolytica/E.
dispar de otras amebas. A continuacion se describe el protocolo de la

técnica de tincion.

1. Hacer extension de heces y rapidamente incluir en el colorante.
2. Tenir con el colorante Negro de Clorazol de 1 a 24 horas.

3. Lavar con agua corriente.

4. Alcohol etilico (Etanol al 96%).................. 10 minutos.

5. Etanol 100906......ceiiiiiiiii i 5 minutos.

6. Xilol .o 5 minutos.

7

. Afadir liquido de montaje.

2.3.2. Deteccidén de anticuerpos frente a E. histolytica en suero

La deteccion de anticuerpos IgG anti-E. histolytica se realiz6 con un ELISA

comercial (RIDASCREENF), siguiendo las instrucciones del fabricante.
2.3.3. PCR

Extraccion de ADN a partir de muestras bioldgicas

La extraccion de ADN de las muestras de heces y de absceso hepatico se

llevd6 a cabo por el método comercial descrito anteriormente en el

apartado 1.4.
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PCR

Para el diagndstico por PCR se utilizaron 3 ul del ADN extraido de las
diferentes muestras, y se procedid segun el protocolo establecido (ver

Resultados 1).

3. Caracterizacion genotipica de las cepas de E. histolytica de

los pacientes con amebiasis

Para el estudio de la variabilidad de las cepas de E. histolytica de los
pacientes con amebiasis incluidos en el estudio, se seleccionaron dos
regiones del ADN del parasito que presentan polimorfismo en su

secuencia:

)] Una secuencia no codificante STRs (repeticiones cortas en
tandem), eligiéndose el locus 1-2 (actualmente denominado DA).

1)) Una secuencia que codifica la proteina rica en serina de E.
histolytica (SREHP).

Para determinar el genotipo de las cepas de E. histolytica, se utilizé el
ADN extraido directamente de las muestras clinicas, heces o pus del

absceso, de los pacientes con amebiasis.

3.1. Genotipado de E. histolytica por analisis del locus 1-2

3.1.1. Amplificacion

Para conocer el polimorfismo del locus 1-2 de E. histolytica, se puso a
punto una PCR utilizando los primers descritos por Zaki & Clark (2001).
Para conseguir la amplificacion del ADN de todas las muestras, se realiz6
una segunda amplificacion con los primers descritos por (Zaki et al.
2002). En el programa del termociclador, las temperaturas de anillamiento

utilizadas fueron las descritas por (Ali et al. 2005).
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Se realizo el analisis del locus1-2 en 29 muestras de ADN, procedentes de
los 28 pacientes con amebiasis, ya que en el paciente n® 5 se aisl6 E.

histolytica en las heces y en el pus del absceso hepatico.

Primera amplificacion

Volumen de reaccidon 50 ul: 5 pl de tampoén de reaccién 10X, 2,5 mM
MgCl,, 200 uM dNTP, 15 pmol primer R1, 15 pmol primer R2 (tabla 6), 1,5
U Tthy 1 ul de ADN extraido de las muestras clinicas del pus del absceso
y 3 ul del ADN extraido de las heces. Todos los reactivos utilizados eran de

BIOTOOLS (BIOTOOLS B&M Labs, S. A., Espafia).

El programa del termociclador para esta reaccion fue el siguiente: 94° C 5
minutos, seguido de 35 ciclos (desnaturalizacion a 94°C 30 segundos,
anillamiento a 56°C 30 segundos y extension a 72°C 30 segundos) y

extension final a 72°C 5 minutos.

Segunda amplificaciéon

Volumen de reaccion 50 ul: 5 pul de tampon de reacciéon 10X, 2,5 mM
MgCl,, 200 uM dNTP, 15 pmol primer Hspl, 15 pmol primer Hsp2 (Tabla
6), 1.5 U Tth y 1 ul de ADN de la primera PCR para las muestras de
absceso y 2 ul para las muestras de heces. Todos los reactivos utilizados

son de BIOTOOLS (BIOTOOLS B&M Labs, S. A., Espafia).

El programa del termociclador para esta reaccion fue el siguiente: 94°C 5
minutos, seguido de 35 ciclos (desnaturalizacion a 94°C 30 segundos,
anillamiento a 50°C 30 segundos y extensidon a 72°C 30 segundos) y

extension final a 72°C 5 minutos.
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Tabla 6. Secuencias de los primers utilizados en la PCR de caracterizacion

Denominacién Secuencia Referencia
R1 CTGGTTAGTATCTTCGCCTGT (Zaki & Clark 2001)
R2 CTTACACCCCCATTAACAAT (Zaki & Clark 2001)
Hspl AGTTCTCTTTTTATACTTTTATATGTT | (Zaki et al. 2002)
Hsp2 ATTAACAATAAAGAGGGAGGT (Zaki et al. 2002)

El termociclador empleado fue el modelo Gen Amp 2700 PCR System

(Applied Biosystems).

Los productos de PCR se visualizaron tras someterlos a electroforesis en
gel de agarosa al 1.5 % en tampén TBE 1X, tincién con BrEt (1ul de

solucién 10mg/ml por cada ml de gel) y transiluminacién con UV.

3.1.2. Secuenciacidén de los productos de amplificacién del locus

1-2

3.1.2.1. Purificacion de los productos de la amplificacion

Los productos amplificados se pasaron por columnas de purificacion de
ADN (QIAquick® Spin Handbook, QIAGEN). Este sistema de purificacion,
concentracién y separacion de sales, consiste en la utilizacion de una
membrana de silice disefiada para recuperar el ADN de diversas
soluciones, eliminando los productos contaminantes como enzimas,
oligonucleétidos y dNTPs. La membrana de silice aumenta la unién
especifica de ADN en presencia de sales, y retiene el ADN durante la
elucién con las diferentes soluciones durante el proceso, permitiendo la
concentracion de la muestra. El protocolo seguido fue el descrito por el
fabricante, que consistié en afadir cinco volumenes de la solucién PB,
facilitada en el ensayo comercial, a un volumen del producto amplificado y
,tras mezclar, se afadi6 la muestra a la columna, centrifugandola un
minuto a 13.000 rpm, tras la centrifugacion se eliminé el eluido. Para

lavar, se afadieron 0,75 ml de la solucién PE a la columna, y se centrifug6
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de nuevo a 13.000 rpm durante un minuto. Para asegurarnos que el
etanol se eliminaba totalmente, se procedié a una nueva centrifugacion.
Se colocé la columna en un tubo limpio de 1,5 ml y se afiadié 30 ul de
agua estéril en el centro de la membrana de la columna. Tras una
incubacion de un minuto a temperatura ambiente, se centrifugdé la
columna a 13.000 rpm durante un minuto, consiguiéndose asi la

recuperacion del eluido con una alta concentraciéon de ADN.

3.1.2.2. Secuenciacion

La secuenciacion (Sanger et al. 1977) se desarrolld6 en un volumen de
reaccion de 10 pl, el cual estaba formado por 5 pl de ADN amplificado y
purificado, 4 pl de la mezcla de secuenciacion Big Dye 3.1 (Applied
Biosystems) y 1 ul de primer Se llevé a cabo una reaccién con el primer

forward y otra reacciéon con el primer reverse.

El proceso de secuenciacion se realiz6 en la Unidad de Biopolimeros del
CNM del ISCIIIl, mediante el sistema AbiPrism 377 (Applied Biosystem),
siguiendo el protocolo de reaccidén Big-Dye Terminator Cycle Sequencing
Ready Reaccidon Kit. Las secuencias obtenidas se analizaron mediante el
programa BioEdit (licencia publica). La comparacion con otras ya
descritas y secuencias obtenidas en nuestros experimentos se realizd

mediante el Genbank .

3.2. Genotipado de E. histolytica por analisis del gen SREHP

3.2.1. Amplificaciéon

Para conocer la variabilidad de gen SREHP, se llevo a cabo una PCR
utilizando los primers descritos por Clark & Diamond (1993). Para
conseguir la amplificacion del ADN de todas las muestras, se realizé una
segunda amplificacion con los primers descritos por Ayeh-Kumi et al.
(2001).

Se realiz6 el analisis del gen SREHP en 22 muestras de ADN, procedentes

de los 21 pacientes con amebiasis, ya que en el paciente n® 5 se aisl6 E.
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histolytica en las heces y en el pus del absceso hepatico. Los resultados
obtenidos con las primeras cepas analizadas con esta técnica demostraron
que no era un método adecuado para los objetivos de nuestro trabajo, por

lo que no se aplicé al resto de las cepas disponibles.

Primera amplificacion

Volumen de reaccion 50 ul: 5 pul de tampon de reaccién 10X, 2,5 mM
MgCl,, 200 uM dNTP, 15 pmol primer SREHP5, 15 pmol primer SREHP3
(tabla 7), 1,5 U Tth y 1 ul de ADN extraido de las muestras clinicas del
pus del absceso y 3 ul del ADN extraido de las heces. Todos los reactivos

utilizados eran de BIOTOOLS (BIOTOOLS B&M Labs, S. A., Espana):

El programa del termociclador para esta reaccion fue el siguiente: 94°C 5
minutos, seguido de 35 ciclos (desnaturalizacion a 94°C 30 segundos,
anillamiento a 50°C 30 segundos y extension a 72°C 30 segundos) y

extension final a 72°C 5 minutos.

Segunda amplificacion

Volumen de reaccidon 50 ul: 5 pl de tampoén de reaccién 10X, 2,5 mM
MgCl2, 200 uM dNTP, 15 pmol primer nSREHP5, 15 pmol primer nSREHP3
(tabla 7), 1,5 U Tth y 1 ul de ADN de la primera PCR. Todos los reactivos
utilizados son de BIOTOOLS (BIOTOOLS B&M Labs, S. A., Espafa).

El programa del termociclador para esta reacciéon fue el siguiente: 94° C 5
minutos, seguido de 35 ciclos (desnaturalizacion a 94° C 30 segundos,
anillamiento a 55° C 30 segundos y extension a 72° C 30 segundos) y

extension final a 72° C 5 minutos.
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Tabla 7. Secuencias de los primers utilizados en la PCR de

caracterizacion.

Denominaciéon Secuencia Referencia
GCT AGT CCT GAA AAG CTT GAA GAA GCT G (Clark&
SREHP5
Diamond 1993)
GGA CTT GAT GCA GCATCAAGG T (Clark&
SREHP3 _
Diamond 1993)
TAT TAT TAT CGT TAT CTG AAC TAC TTC CTG | (Ayeh-Kumi et
NSREHP5
al. 2001)
TGA AGA TAA TGA AGA TGA TGA AGA TG (Ayeh-Kumi et
NSREHP3
al. 2001)

El termociclador empleado fue el modelo Gen Amp 2700 PCR System

(Applied Biosystems).

Los productos de PCR se visualizaron tras someterlos a electroforesis en
gel de agarosa al 1.5 % en tampén TBE 1X, tincién con BrEt (1ul de

solucién 10mg/ml por cada ml de gel) y transiluminacién con UV.

3.2.2. Secuenciacién de los productos de amplificaciéon del gen
SREHP

Se realiz6 igual que la llevada a cabo con el locus 1-2 (ver 3.1.2.).

4. Analisis de los resultados

Los resultados obtenidos se incorporaron a una base de datos
informatizada para su estudio descriptivo y comparativo (hoja de calculo
del programa informético SPSS 15.0, SPSS S. L., Madrid, Espafia).

Se estudido la normalidad de las variables mediante el analisis de
Kolmogorov-Smirnov. El nivel de significacion estadistica se establecié en
p< 0,01.

Las diferencias entre las variables cualitativas se calcularon mediante
tablas de contingencia, determinandose la significacion de las diferencias

observadas mediante el test de X2 o el de Fisher.
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Las diferencias entre variable cuantitativas se analizaron utilizando el
andlisis de la varianza (ANOVA de un factor), con comparaciones multiples
post hoc mediante el test de Bonferroni. Cuando las variables no se
ajustaron a la normal, las comparaciones multiples se realizaron con el
test T, de Tamhane. El nivel de significacion estadistica se estableci6é en

p< 0,01.
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Resultados

1. Desarrollo y validacion de una técnica de PCR con aplicacion

para el diagnéstico y diferenciacién de E. histolytica y E. dispar

1.1. Optimizacioén de las condiciones para una nested-PCR

1.1.1 Seleccién de la concentracién de MgCl,

El mejor resultado fue obtenido, tanto para la primera como para la
segunda PCR, utilizando una concentraciéon de MgCl, de 2,0 mM. Esta
concentracion permitié conseguir la mayor cantidad de producto
amplificado, sin observarse un mejor rendimiento al incrementar la

concentracion de MgCl, hasta 3,0 mM.

1.1.2 Seleccién de la concentracién de primers

Para las dos PCRs los mejores resultados se obtuvieron con 12,5 pmol de

cada primer.

1.1.3 Seleccién del niumero de ciclos de amplificacién

El nimero de ciclos idéneo fue 45, como describe Evangelopoulos et al.
(2000).

1.1.4 Seleccién del volumen del producto de PCR de la primera reaccién a

utilizar en la segunda reaccién

Se establecio que 5 ul de la primera PCR como el volumen que contenia la
cantidad o6ptima para utilizar en la segunda PCR, ya que no se obtiene

mejoria con la dilucién 1/50.

1.1.5 Seleccién de las condiciones de la seqgunda reacciéon de PCR

Los mejores resultados se obtuvieron haciendo por separado la segunda
PCR para cada especie, una con los primers de E. histolytica y otra con los

primers de E. dispar. Al realizar una multiplex PCR en el caso de
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infecciones mixtas, introduciendo en el mismo tubo los dos controles de E.
histolytica y E. dispar, siempre se amplificaba E. dispar en detrimento de

E. histolytica (figura 8).

Figura 8. Electroforesis en gel de agarosa tefiido con
BrEt de los productos de la amplificacion de la
segunda PCR.

! 500pb 1: Control de E. dispar
e 2: Control de E. histolytica

200pb 3: Control de E. histolytica y E. dispar
4: Marcador de peso molecular (100 bp ladder, Biotools )

1.1.6 Condiciones definitivas para la realizacién de la nested-PCR

Las condiciones o6ptimas para el desarrollo de la nested-PCR quedaron

establecidas del siguiente modo.

Primera PCR

Volumen de reaccion 50 ul: 5 pul de tampon de reaccion 10X, 2,0 mM
MgCl,, 200 uM dNTP, 12,5 pmol primer E1, 12,5 pmol primer E2, 1,25 U
Tth y 3 ul del ADN problema.

El programa del termociclador para esta reaccion fue el siguiente: 94°C 5
minutos, seguido de 45 ciclos (desnaturalizacion a 94°C 30 segundos,
anillamiento a 47°C 30 segundos y extension a 72°C 30 segundos) y

extension final a 72°C durante 10 minutos.
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Segunda PCR

E. histolvtica

Volumen de reaccion 50 pl: 5 pul de tampon de reacciéon 10X, 2,0 mM
MgCl,, 200 uM dNTP, 12,5 pmol primer Eh-I, 12,5 pmol primer Eh-r, 1,25
U Tth y 5 ul de la primera PCR.

E. dispar

Volumen de reaccion 50 ul: 5 ul de tampoén de reaccién 10X, 2,0 mM
MgCl,, 200 uM dNTP, 12,5 pmol primer Ed-lI, 12,5 pmol primer Ed-r, 1,25
U Tth y 5 ul de la primera PCR .

El programa del termociclador para esta segunda reaccion fue el
siguiente: 94°C 5 minutos, seguido de 45 ciclos (desnaturalizacion a 94°
C 30 segundos, anillamiento 60°C 30 segundos y extensiéon a 58°C 30

segundos) y extension final a 72°C durante 10 minutos.

En la figura 9 se presentan los resultados de la nested-PCR de distintas

muestras.

Figura 9. Electroforesis en gel de agarosa

tefiido con BrEt.
12 3456738

pe A, amplificados de la segunda PCR de E. dispar
: muestra de heces n° 1, positiva a E. dispar

: muestra de heces n° 2, negativa a E. dispar

: muestra de heces n° 3, negativa a E. dispar

: muestra de heces n° 4, positiva a E. dispar

: control negativo.

: control E. histolytica.

: control E. dispar.

: marcador peso molecular (100 bp ladder, Biotools)
B, amplificados de la segunda PCR de E.
histolytica

: muestra de heces n° 1, negativa a E. histolytica

: muestra de heces n° 2, negativa a E. histolytica

: muestra de heces n° 3, positiva a E. histolytica

: muestra de heces n° 4, negativa a E. histolytica

: control negativo

: control E. histolytica

: control E. dispar.

: marcador peso molecular (100 bp ladder, Biotools)

O~NOOTDA WNPE

O~NO UL WNPE
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1.2. Determinacion de la sensibilidad de la nested-PCR con ADN

de E. histolytica y E. dispar procedente de cultivo axénico

Los resultados obtenidos con la nested-PCR al analizar cantidades
decrecientes de ADN de E. histolytica y E. dispar, procedente de cultivo
axénico, pusieron de manifiesto que la dltima diluciéon de ADN detectada
fue la equivalente a 0,001 parasitos. Cuando se afiadio el ADN del parasito
en 5 ul de ADN extraido de una muestra de heces negativa a E. histolytica
y E. dispar, la cantidad detectada fue la equivalente a 1 parasito, figura
10.

Figura 10. Electroforesis en gel de agarosa tefiido con BrEt de los amplificados de
la segunda PCR. Estudio de Sensibilidad

427pb

427pb

A

: Diluciones seriadas del ADN de E. histolytica

: dilucién del ADN equivalente a 10.000 parasitos
: dilucién del ADN equivalente a 1.000 parasitos

: dilucién del ADN equivalente a 100 parasitos

: dilucion del ADN equivalente a 10 parasitos

: dilucién del ADN equivalente a 1 parasitos

: dilucién del ADN equivalente a 0,1 parasitos

: dilucién del ADN equivalente a 0,01 parésitos

: dilucién del ADN equivalente a 0,001 parasitos
: dilucién del ADN equivalente a 0,0001 parésitos

O©CoO~NOOU D WNE

B: Diluciones seriadas del ADN de E. histolytica
junto con ADN extraido de una muestra de heces

: dilucién del ADN equivalente a 10.000 parasitos
: dilucién del ADN equivalente a 1.000 parasitos
: dilucién del ADN equivalente a 100 parasitos

: dilucién del ADN equivalente a 10 parasitos

: dilucion del ADN equivalente a 1 paréasitos

: dilucién del ADN equivalente a 0,1 parasitos

: dilucién del ADN equivalente a 0,01 parasitos

: dilucién del ADN equivalente a 0,001 parasitos
: dilucién del ADN equivalente a 0,0001 parasitos

©oOoO~NOUAWNERE
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1.3. Estudio de especificidad con otros parasitos

No se obtuvo producto de amplificacién al analizar mediante nested-PCR
las muestras de heces con otros parasitos (E. coli, E. hartmanni, E. nana,
I. butschlii, Cryptosporidium spp. , Giardia duodenalis, Blastocystis
hominis, Ciclospora cayetanensis, Ascaris lumbricoides, Trichuris

trichiura), figura 11.

Figura 11. Electroforesis en gel de agarosa tefiido con BrEt de los productos de la
segunda PCR. Estudio de Especificidad

12 3 45 6 7

500pb
300pb
200pb

100pb

Bandas inespecificas

1:muestra de heces con Giardia duodenalis

2:muestra de heces con Giardia duodenalis y Cryptosporidium spp.
3:muestra de heces con E. coliy E nana

4:muestra de heces con E. hartmanni

5:control negativo

6:control de E. histolytica

7:control de E. dispar

8: marcador peso molecular (100 bp ladder, Biotools)

1.4. Elecciéon del método de extraccion de ADN a partir de

muestras bioldgicas

Como se indicd en la seccion de Material y Métodos, se realizé un estudio
preliminar para establecer el método de extraccion del ADN mas
adecuado. Para dicho estudio, se emplearon diez muestras de heces con
quistes de E. histolytica/E. dispar y tres muestras del material procedente
de abscesos hepaticos amebianos. En las trece muestras se realizaron, en
paralelo, los dos métodos de extraccion. El resultado de la PCR fue
negativo para las diez muestras de heces cuando se utilizé el método de
tiocianato de guanidina. Por el contrario, el resultado de la PCR fue

positivo en las diez muestras, cuando se empled la técnica de extraccion
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comercial. El amplificado del ADN obtenido fue de 197 pb, que se
correspondia con el patréon de E. dispar. Con estos resultados, se opté por
el Kit comercial QlAamp® DNA Stool Mini Kit (QIAGEN) como método de

extraccion de ADN para las muestras fecales.

En cuanto a las muestras de los abscesos hepaticos, las dos técnicas de
extraccion mostraron una rentabilidad similar, ya que se obtuvieron
resultados positivos por ambos métodos en las tres muestras procesadas.
El producto amplificado tenia un tamafio de 427 pb y fue identificado
como ADN procedente de E. histolytica. No obstante, se prefiri6 emplear
también la técnica comercial, QlAampR DNA Mini Kit (QIAGEN), en la
extraccion en muestras procedentes de abscesos hepaticos, ya que la

calidad del ADN extraido fue mayor que con el método casero.

La concentracion de ADN se determind por espectrofotometria, midiendo
la absorbancia a 260 nm. Para ello se utiliz6 el espectrofotometro
NanoDrop® ND-1000, que mide la densidad 6ptica a 260 nm y 280 nm,
asi como la relacion 260/280. El valor de dicho cociente indica la calidad

del ADN, considerando 6ptimo un valor comprendido entre 1,8 y 2.

1.5. Eleccion de las condiciones para el envio de las muestras

de heces

En el estudio preliminar realizado, se evaluaron diferentes condiciones de
conservacion para establecer las condiciones de la remisiébn de muestras
de heces al laboratorio. De las 10 muestras de heces conservadas con
formalina, con quistes compatibles con E. histolytica/E. dispar, s6lo en una
muestra se obtuvo un amplificado correspondiente a ADN de E. dispar. De
las 39 muestras de heces conservadas en SAF, en 10 se pudo conseguir
un resultado positivo para E. dispar por la técnica de PCR. Por ultimo, en
las diez muestras de heces frescas congeladas, se logré6 amplificar, en
todas ellas, un fragmento de ADN de E. dispar por la técnica de PCR. Con
estos resultados, se consideré que la muestra adecuada para alcanzar
una elevada sensibilidad con la técnica de PCR eran las heces frescas

congeladas.

61



Resultados

2. Aplicacioén Clinica de la PCR

2.1. Diagndéstico de E. histolytica en pacientes con amebiasis

extraintestinal

Las caracteristicas de los 15 enfermos con AHA fueron las siguientes.
Cuatro eran viajeros, dos mujeres y dos hombres. Una mujer y un hombre
habian visitado recientemente Venezuela, la otra mujer, el Sudeste
Asiatico y el otro varén, Costa Rica. Las dos viajeras con AHA, una estaba
embarazada y la otra era VIH+. Ocho pacientes procedian de zonas
endémicas de amebiasis, seis de Sudamérica y dos de Africa. Los
pacientes sudamericanos, cinco varones y una mujer, eran tres de
Colombia y los otros tres de Ecuador. Los dos pacientes africanos eran
varones, uno de Nigeria y el otro de Guinea Ecuatorial. Por dltimo, tres
pacientes eran europeos que no habian viajado ni procedian de zonas
endémicas de amebiasis. Dos eran espafoles, una mujer y un hombre. La
mujer vivia en Galicia y el hombre en Madrid, en ambos casos no se pudo
encontrar una explicacion epidemioldgica, considerandose como casos
autoctonos de amebiasis. El tercer paciente era un camionero holandés
que en su historia clinica constaba que habia mantenido relaciones

sexuales con prostitutas africanas.

El examen microscopico del concentrado de las heces fue negativo en los

seis pacientes con AHA en los que se analizé dicha muestra, tabla 8.
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Tabla 8. Resultados de la técnica de PCR y de la microscopia en la

muestra de heces de pacientes con AHA

Pacientes Epidemiologia PCR en Heces Microscopia

pP-12 Viajero E. histolytica Negativa
P-15 Viajero E. histolytica Negativa
P-5 Sudamericano E. histolytica Negativa
P-10 Viajero Negativa Negativa
P-6 Autdéctono Negativa Negativa
P-1 Autdéctono Negativa Negativa

El resultado de la PCR y de la serologia de los pacientes con AHA se
muestra en la tabla 9, junto con la edad y el sexo. Hay que resaltar que
exceptuando dos casos, la edad de los pacientes con AHA estaba

comprendida entre los 28 y 40 afios.

En los 14 pacientes que se incluyeron para el control de especificidad, el
resultado de la PCR de la muestra del absceso hepatico de otra etiologia
fue negativo. En cuanto a la serologia de amebiasis también fue negativa
en doce de ellos y en dos inmigrantes fue valorada como indeterminado

(datos no mostrados).
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Tabla 9. Resultados de PCR y serologia en los pacientes con AHA

Edad PCR
Pacientes Epidemiologia en Sexo Serologia
afios Heces Absceso
P-12 Viajero 33 H E. histolytica NR Positiva
P-15 Viajero 40 M E. histolytica NR Positiva
P-4 Viajero 35 M NR E. histolytica  Positiva
P-9 Viajero 31 H NR E. histolytica  Positiva
P-5 Sudamericano 36 H E. histolytica E. histolytica  Positiva
P-3 Sudamericano 35 H NR E. histolytica  Positiva
P-7 Sudamericano 28 H NR E. histolytica  Positiva
P-8 Sudamericano 39 M NR E. histolytica  Positiva
P-24 Sudamericano 35 H NR E. histolytica  Positiva
P-2 Sudamericano 35 H NR E. histolytica  Positiva
pP-22 Africano 37 H NR E. histolytica  Positiva
P-10 Africano 28 H Negativa . histolytica  Positiva
p-27 Autdctono 36 H NR . histolytica  Positiva
P-6 Autdctono 62 M Negativa . histolytica  Positiva
P-1 Autéctono 57 H Negativa . histolytica  Positiva

NR: No realizado, H: hombre, M: mujer

2.2. Diagndéstico y diferenciacion de E. histolytica y E. dispar en

muestras de heces

El segundo objetivo del presente trabajo fue analizar la utilidad de la

técnica de PCR en muestras de heces, para el diagndstico de la amebiasis

intestinal.
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En la tabla 10 se recoge un resumen de los resultados obtenidos con la
técnica molecular de PCR disefiada para la detecciéon de E. histolytica y su
diferenciacion de E. dispar. La tabla incluye los datos obtenidos con los
302 pacientes, cuyas heces fueron analizadas para realizar el estudio,

clasificados segun el resultado de su examen microscoépico directo.

Tabla 10. Resultado de la PCR y resultado del examen microscopico en

las muestras de heces

Resultado PCR
Resultado examen

microscépico Pacientes E. histolytica E. dispar
n (20) n (26)
A. Quistes compatibles con E.
76 11 (14,4) 63 (82,9)
histolytica/E. dispar
B. Quistes de amebas sin precisar
_ 71 0 40 (56,3)
especie
C. Quistes no E. histolytica/E. dispar 16 0 0
D. No se observan quistes de amebas 139 2(1,49) 10 (7,2)
TOTAL 302 13 (4,3) 113 (37,4)

En el estudio se incluyeron 146 pacientes inmigrantes (48%). De de éstos,
130 (89%) eran inmigrantes de origen africano y sudamericano. Hay que
destacar que la mayor parte de los pacientes africanos eran de Guinea
Ecuatorial. Ademas, se estudiaron 136 (45%) viajeros a zonas endémicas
de amebiasis. Finalmente, se analizaron las muestras de heces de 20
pacientes espafioles (6%) en los que no constaba que hubieran realizado
viajes a paises en desarrollo. En la tabla 11 se muestra el pais de
procedencia de los pacientes incluidos en el estudio junto con los

resultados obtenidos por el examen microscopico.
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Tabla 11. Pais de procedencia y resultados de la microscopia de las

heces
Resultado de la Microscopia
PROCEDENCIA Quistes de Quistes de Quistes no
Negativo E. histolytica/  E. histolytica/ Total
amebas - .
E. dispar E. dispar
Espafa 9 5 5 1 20
No consta 1 11 1 1 14
Otros paises 0 0 1 1 2
Africa 13 26 35 7 81
Sudamérica 8 25 11 5 49
Viajero 108 4 23 1 136
Total 139 71 76 16 302

En la tabla 12 se incluyan los resultados obtenidos con la técnica de PCR
desarrollada en este trabajo y el pais de procedencia de los pacientes
analizados. Hay que resaltar que en ningln paciente sudamericano se

amplificd ADN de E. histolytica.

Tabla 12. Pais de procedencia y resultado de la PCR

RESULTADO DE PCR

PROCEDENCIA

E. dispar E. histolytica Negativa Total
Espafa 10 1 9 20
Otros paises 1 0 1 2
Africa 43 9 29 81
Sudamérica 25 0 24 49
Viajero 24 3 109 136
No consta 10 0 4 14
Total 113 13 176 302
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En la tabla 13 se muestran los resultados combinados de la microscopia y
de la técnica de PCR en los pacientes inmigrantes, clasificados por su

origen geogréafico.

Tabla 13. Resultado de PCR y microscopia de los inmigrantes africanos y

sudamericanos

) RESULTADO DE PCR
PROCEDENCIA MICROSCOPIA

E.dispar E.histolytica Negativa Total

Africa
Negativo 3 0 10 13
Quistes de amebas 14 0 12 26
Quistes E._histolytica 26 9 0 35
/E. dispar
Quistes no
E.histolytica/E.dispar 0 0 ! !
Total 43 9 29 81
Sudamérica
Negativo 2 0 6 8
Quistes de amebas 13 0 12 25
Quistes E._histolytica 10 0 1 11
/E. dispar
Quistes no
E.histolytica/E.dispar 0 0 5 5
Total 25 0 24 49
Total 68 9 53 130

El analisis estadistico de los datos mostré6 que no existian diferencias
significativas entre africanos y sudamericanos, al comparar los resultados
del examen microscopico. Asi, el analisis con tablas de contingencia (test
de X? con P<0,01) no hall6 diferencias estadisticamente significativas
entre ambos grupos. Con el protocolo de PCR tampoco se detectaron
diferencias significativas. Sin embargo, en el caso de los enfermos con E.
histolytica, la P fue de 0,013, cercana al nivel de significacion elegido, por
lo que estos datos podrian cambiar, si se aumentara el numero de

muestras analizadas.
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Hay que indicar que 16 de los individuos incluidos en el estudio eran
pacientes a los que se les habia solicitado el estudio por PCR para realizar
un control postratamiento. En todos los casos el resultado de la técnica de
PCR fue negativo. Los datos de estos de enfermos se excluyeron cuando

se analizaron los datos por sus caracteristicas clinicas.

En lo que se refiere al analisis de los resultados teniendo en cuenta los
datos clinicos disponibles, revel6 interesantes datos. La clinica que
presentaban los pacientes, tanto emigrantes como espafioles, se muestra
en la tabla 14, donde también se incluye el resultado obtenido por la
técnica de PCR.

Tabla 14. Resultado de la PCR y la clinica presentada por los pacientes

incluidos en el estudio

RESULTADO DE PCR

CLINICA
E. dispar E. histolytica Negativa Total
Asintomatico 44 3 20 67
Diarrea 24 6 99 129
No consta 36 3 18 57
JOtros 9 1 23 33
sintomas
Total 113 13 160 286

La tabla muestra como dato mas interesante, que 24 pacientes con
diarrea tenian E. dispar, lo que implica que hubieran sido diagnosticados
de amebiasis intestinal si sb6lo se hubiera realizado el examen
microscopico. Por otra parte, tres casos con E. histolytica (23%),
detectados mediante la técnica de PCR, no mostraban sintomas de

amebiasis.

En la tabla 15 se vuelven a mostrar los datos clinicos que presentaban los

pacientes analizados en este trabajo, clasificados por el area geografica de
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procedencia y el resultado obtenido con la técnica de PCR. No se

observaron diferencias estadisticamente significativas entre los grupos.

Tabla 15. Resultado de la PCR segun el pais de procedencia y la clinica

presentada por los pacientes incluidos en el estudio

PROCEDENCIA CLINICA RESULTADO PCR

E.dispar E.histolytica ~ Negativa  Total

Espafa Asintomatico 2 0 2 4

Diarrea 6 1 1 7

No constan 1 0 0 1

Otros sintomas 1 0 4 5

Total 10 1 7 18

No consta Asintomatico 0] 0 3 3

Diarrea 1 0 0 1

No constan 8 0 1 9

Otros sintomas 1 0 0 1

Total 10 0 4 14

Otros paises Diarrea 0 0 1 1

No constan 0 0

Total 1 (0] 1 2
Africa Asintomatico 19 3 12 34
Diarrea 4 3 3 10

No constan 17 3 25

Otros sintomas 3 (0] 7

Total 43 9 24 76

Sudamérica Asintomatico 7 (0]
Diarrea 5 0 3

No constan 9 0 11 20

Otros sintomas 4 (0] 5 9

Total 25 0} 21 46
Viajeros Asintomatico 16 0 1 17
Diarrea 2 91 101

No constan 0 1 1

Otros sintomas 1 10 11
Total 24 3 103 130
Total general 113 13 160 286
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A continuacién se enumeran y se comentan, los resultados obtenidos con

las muestras de heces, agrupados segun el examen microscopico.

A) Heces con quistes de amebas compatibles con E. histolytica y E.

dispar

De los 76 pacientes estudiados, 38 eran hombres y 38 mujeres. En 63
pacientes, el resultado de la PCR fue positivo para E. dispar. Cinco eran
espafoles sin antecedentes de viajes, tres tenian diarrea, uno presentaba
dolor abdominal y uno era asintomético. Veinte habian viajado
recientemente a zonas endémicas de amebiasis, cuatro presentaban
diarrea, siendo diagnosticados dos de giardiosis y los otros 16 estaban
asintomaticos. Treinta y seis procedian de zonas endémicas de amebiasis,
10 de Sudamérica y 26 de Africa. Cinco pacientes sudamericanos estaban
asintomaticos, tres presentaban diarrea y dos tenian dolor abdominal. De
los 26 pacientes africanos, 20 eran de Guinea Ecuatorial. Diecisiete
estaban asintoméaticos, cuatro tenian diarrea, uno dolor abdominal y en
cuatro no constaba. Por ultimo, una paciente era rumana y en otro

paciente no se conocia su procedencia.

En 11 pacientes se diagnosticO E. histolytica por la técnica de PCR. En un
paciente guineano se pudo detectar una infeccibn mixta, ya que se
amplific6 ADN de E. histolytica y de E. dispar en la misma muestra. Las
caracteristicas de los pacientes diagnosticados de amebiasis intestinal
fueron las siguientes. Nueve pacientes procedian de Africa, siendo 8 de
Guinea Ecuatorial. De ellos, en tres pacientes no se pudo conocer los
datos clinicos, tres tenian diarrea y los otros tres, fueron diagnosticados
como portadores asintomaticos. En un varon procedente del Africa
subsahariana se observaron trofozoitos de E. histolytica en el examen en
fresco de las heces. Por ultimo, los dos casos restantes fueron observados
en una pareja de turistas espafoles, que habia realizado un viaje a Méjico
hacia nueve meses. El tenia diarrea con heces sanguinolentas y ella
presentaba molestias intestinales. En la tabla 16 se muestra los datos mas

destacados de estos once enfermos.
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En seis pacientes con amebiasis intestinal se efectu6é la deteccion de
anticuerpos frente a E. histolytica, obteniéndose un resultado positivo en
cinco de ellos. Tres pacientes tenian diarrea y dos eran portadores
asintomaticos. En la mujer que habia realizado el viaje a Méjico y
presentaba molestias intestinales, el resultado de la serologia fue

negativo.

En dos pacientes, una mujer sudamericana asintomatica y un viajero con

diarrea, el resultado de la PCR fue negativo.

B) Heces con quistes de amebas sin precisar especie

De los 71 pacientes estudiados, 35 eran hombres y 25 mujeres. En 11
casos no se recogid informacion demografica. De los pacientes con
informacion disponible, cinco pacientes eran esparfioles sin antecedentes
de viajes, otros cuatro también eran espafioles, pero habian viajado
recientemente a zonas endémicas de amebiasis. Finalmente, 51 procedian
de zonas endémicas, 25 de Sudamérica y 26 de Africa. La informacion
demogréfica, epidemioldgica y clinica no estaba detallada en este grupo
de enfermos. La razén de ello es que muchas de las muestras procedian
de inmigrantes, a los que se les realiza un control rutinario de heces, para

buscar parasitos, independientemente de la sintomatologia que presenten.

En 40 pacientes, un total de 60 muestras, se amplificé E. dispar. En ocho
era desconocida su procedencia. Trece eran sudamericanos, de los que
dos estaban asintomaticos, dos presentaban dolor abdominal y en nueve
no constaba la clinica. Catorce eran africanos, dos estaban asintomaticos,
uno presentaban dolor abdominal y en 11 no constaba la clinica. Dos
pacientes habian realizado un viaje a zonas tropicales y tenian diarrea. Por

ultimo, tres eran espafoles.

En los 31 pacientes restantes, el resultado de la PCR fue negativo para las

dos especies de amebas.
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C) Heces con quistes de amebas no E. histolytica y E. dispar

Se procesaron las muestras de 16 pacientes, 5 hombres y 11 mujeres, en
las que por microscopia se habia observado quistes de amebas de otras
especies no E. histolytica/E. dispar. Siete pacientes procedian de Africa,
cuatro estaban asintomaticos, dos tenian diarrea y uno presentaba dolor
abdominal. Cinco eran de Sudamérica, uno estaba asintomatico, otro tenia
diarrea, otro dolor abdominal y en dos no constaba la clinica. Dos
pacientes eran esparioles, de los cuales uno habia viajado recientemente a
zonas tropicales y tenia diarrea, el otro no tenia antecedentes de interés.
Una paciente era de Rusia y presentaba diarrea. En un caso no se pudo
recopilar la informacién epidemioldgica. El resultado de la PCR fue

negativo en todas las muestras analizadas.

D) Heces en las que no se observan quistes de amebas

Se analizaron 139 pacientes que en el examen microscopico de las heces
no se observaron quistes de amebas. 72 eran hombres y 67 mujeres.

En 10 pacientes se obtuvo un resultado positivo a E. dispar. Dos eran
espafoles, tres africanos, dos sudamericanos y tres viajeros. Todos

presentaban diarrea o algun sintoma intestinal.

En dos pacientes se consiguié amplificar un fragmento de E. histolytica.
Una mujer habia viajado a la India hacia cuatro meses. El otro, era un
hombre que no habia salido de Europa, pero refiri6 haber mantenido
relaciones sexuales con prostitutas sudamericanas. Los dos tenian diarrea.
En los dos pacientes se hizo la serologia de amebas y el resultado fue

también positivo, tabla 16.

En 127 el resultado de la PCR fue negativo. Dieciséis procedian de zonas
endémicas, 6 de Sudamérica y 10 de Africa. En ocho se realiz6 la PCR
como control postratamiento, cuatro tenian diarrea y cuatro presentaban
clinica intestinal. Ciento cinco pacientes habian realizado un viaje a zonas
endémicas de amebiasis, 88 tenian diarrea, 11 sintomas intestinales y en

seis se realizé la PCR como control postratamiento. Por udltimo, seis eran
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espafoles, cuatro habian estado en contacto con personas con sospecha
de amebiasis y en dos se realizé la PCR como control postratamiento.

En la tabla 16 se muestran los datos demograficos junto con los
resultados de la PCR y la serologia de los 13 pacientes con amebiasis
intestinal.

Tabla 16. Resultados de la PCR y la serologia de los pacientes con

amebiasis intestinal

Pacientes  Epidemiologia Egid Sexo Clinica PCR Serologia
anos
P-26 Viajero 40 H Diarrea E. histolytica Positiva
P-25 Viajero 36 M in'\:glsiis:;?:s E. histolytica Negativa
P-11 Viajero 33 M Diarrea E. histolytica Positiva
P-13 Autdéctono 56 H Diarrea E. histolytica Positiva
P-14 Africano 40 H Diarrea E. histolytica NR
P-16 Africano 15 H ND E. histolytica NR
P-17 Africano 26 M Asintomético E. histolytica NR
P-18 Africano ND ND ND E. histolytica NR
P-19  Africano 23 M ND E. histolytica
E. dispar

P-20 Africano 68 M Diarrea E. histolytica Positiva
P-21 Africano 17 M Diarrea E. histolytica Positiva
pP-23 Africano 28 H Asintomatico E. histolytica Positiva
p-28 Africano 14 H Asintomatico E. histolytica Positiva

NR: No realizado, ND: No disponible, H: hombre, M: mujer
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3. Caracterizacion de las cepas de E. histolytica obtenidas de

los pacientes con amebiasis

3.1. Genotipado de E. histolytica por analisis del locus 1-2

3.1.1. Amplificacion

En las 29 muestras clinicas analizadas se obtuvo un amplificado por el
protocolo de nested-PCR. Sin embargo, realizando solo la primera PCR en
tres muestras de absceso hepatico, y en diez muestras de heces no se
apreciéo amplificacion. Las muestras de absceso hepatico en las que no se
consiguié una amplificacion en la primera PCR provenian de dos pacientes
que habian recibido tratamiento con metronidazol. El primero de los casos
durante cuatro dias y el segundo por un periodo de diez dias. En la tercera
muestra de AHA, la extraccion de ADN se realiz6 a partir del material de
absceso, que previamente se habia tratado con antibidticos y otros
productos, para el cultivo de micobacterias, lo que puede tener alguna
influencia en el resultado de la PCR, ya que el ADN del parasito podria

haberse degradado.

En la figura 12 se muestran los productos de la nested-PCR del locus 1-2

de algunas de las cepas de E. histolytica incluidas en este estudio.

Figura 12. Electroforesis en gel de agarosa tefiido con BrEt

123456 7 8 91011

Productos de la nested-PCR del locus 1-2
1:pus del AHA del P1

2:pus del AHA del P2

3:pus del AHA del P3

4:pus del AHA del P4

5:pus del AHA del P5

6:pus del AHA del P6

7:pus del AHA del P7

8:pus del AHA del P8

9:pus del AHA del P9

10:pus del AHA del P10

11:Marcador de peso molecular 100pb
*P= paciente
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3.1.2 Secuenciacion de los productos de amplificacion del locus
1-2

El proceso de secuenciacion fue realizado con éxito en los 29 aislados
caracterizados a partir del locus 1-2. En la figura 12 se muestra el
alineamiento de las secuencias, indicando en la parte izquierda el paciente

examinado.

Figura 12. Alineamiento multiple de las secuencias obtenidas del producto de

amplificacion del locus 1-2 (DA) de los 29 aislados de E. histolytica
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Al analizar los datos se observan ocho tipos distintos de secuencias en las
28 cepas incluidas en el estudio. Segun la informacién facilitada por el Dr.
Graham Clark (datos no publicados) hay descritos en la actualidad 15

tipos de secuencias para el locus 1-2 (DA), figura 13.

Figura 13. Diferentes variantes de secuencias del locus 1-2 (DA)

Bloque A Bloque B
Tipos de Secuencias ! l 1

1DA  AspSTC — [TTTITITITTI— 1] AlaTcc
2DA [ AspSTe —ENTTTTTTITIT [ AlaTcC
3DA [AspeTc — N TTTH N 1] AlaTeC
spA AspTc —NTHITITITH 1] AlaTeC
spA  AspeTc —MITTTTITIT 1] AlaTcc
6DA Aspe™c — N[N N 1] AlaTeC
7DA | AsptTc —[TITHITHTH N AlaTeC
sDA AspeTc —{ITTTTTHTH 0 AlaTeC
oDA AspéTc —{IITTTTTHTH B AlaTeC
100A Aspe™ — T TN N 1] AlaTec
11DA  AspeTc —TTTTTITH 1 AlaTeC
120A [AspeT — [TTTTITH 1l AlaTeC
13DA | AspSTc — N TTTH il AlaTec
14DA | AspSTc — I W M AlaTeC
15DA | AspSTc —TITH M AlaTeC
B crrratrar [] crrraTTac

[] TrrratTar [l TrrraTTAC § crrrrracract

Los tipos de secuencias se han obtenido analizando cepas conservadas en
la Escuela de Medicina Tropical y de Salud Internacional de Londres y por
los trabajos realizados por un grupo japonés(Haghighi et al. 2003), con
cepas de su pais y de Tailandia. Debe indicarse que estos estudios no
incluyeron cepas representativas de todas las zonas geograficas, por lo
que es probable que el nimero de tipos vaya aumentando cuando se

analice un mayor niumero de cepas.
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Segun lo expuesto en el parrafo anterior, los resultados observados en
nuestro estudio indican que la mayoria de las cepas analizadas se
encuadraban dentro de los 15 tipos que se aceptan actualmente. Pero hay
que destacar que se han detectado dos nuevos tipos de secuencias en las

cepas de E. histolytica incluidas en nuestro estudio.

Asi, se encontraron cinco cepas de E. histolytica del genotipo 5DA, tabla
17. El tipo 5DA ha sido previamente descrito en muestras clinicas de
Japoén y Tailandia. Los pacientes de nuestro estudio con este genotipo
eran cuatro varones con AHA y una mujer con diarrea. Es importante
resaltar que todos los pacientes ecuatorianos con amebiasis incluidos en el

estudio presentaban este genotipo.

Tabla 17. Pacientes con E. histolytica genotipo 5DA

Edad

Pacientes Epidemiologia en afios Sexo Clinica Genotipo

p-5* Ecuatoriano 36 H AHA 5DA

P-5 Ecuatoriano 36 H AHA 5DA

p-2 Ecuatoriano 35 H AHA 5DA

P-8 Ecuatoriano 36 H AHA 5DA

P-21 Guinea 17 M Diarrea 5DA
Ecuatorial

P-22 Guinea 37 H AHA 5DA
Ecuatorial

P-5*:muestra de heces

El genotipo 6DA fue el detectado con mas frecuencia en nuestro estudio,
ya que nueve cepas de E. histolytica fueron clasificadas en este tipo, tabla
18. El tipo 6DA ha sido previamente encontrado en muestras de
Bangladesh, Méjico, Tailandia y Japdn. En este grupo se incluyeron los
tres inmigrantes colombianos, cuatro viajeros, dos habian estado en la
India y los otros dos en Venezuela, un paciente africano y finalmente un
paciente madrilefio que no habia realizado viajes a zonas endémicas de

amebiasis. Hay que destacar que las dos viajeras que padecian AHA
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presentaban una situacion de inmunosupresion, en concreto una estaba

embarazada y la otra era VIH+.

Tabla 18. Pacientes con E. histolytica genotipo 6DA

Pacientes Epidemiologia Edeid Sexo Clinica Genotipo
en anos
P-3 Colombiano 35 H AHA 6DA
pP-7 Colombiano 28 H AHA 6DA
pP-24 Colombiano 30 M AHA 6DA
P-14 Africano 40 H Diarrea 6DA
P-4 Viaje a la 35 M AHA 6DA
India
P-11 Viaje a la 33 M Diarrea 6DA
India
P-15 Viaje a 40 M AHA 6DA
Venezuela
P-12 Viaje a 33 H AHA 6DA
Venezuela
p-27 Autoctono 36 H AHA 6DA

Dos cepas de E. histolytica de nuestro estudio tenian secuencias similares
al genotipo 8DA, tabla 19. Este genotipo ha sido hallado con anterioridad
en muestras de Japén y Tailandia. Los dos pacientes con este genotipo
eran espafioles que no habian salido de nuestro pais, por lo que puede
especularse con la posibilidad de que este tipo esté presente en nuestro

pais.
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Tabla 19. Pacientes con E. histolytica genotipo 8DA

Edad

Pacientes Epidemiologia - Sexo Clinica Genotipo
en afnos
P-6 Autéctono 62 M AHA 8DA
P-13 Autéctono 54 H Colitis 8DA

En un enfermo procedente de Guinea Ecuatorial, del que no se dispone de
datos clinicos, tenia una cepa perteneciente al genotipo 10DA, tipo que ha

sido descrito anteriormente en muestras de Venezuela, tabla 20.

Tabla 20. Paciente con E. histolytica genotipo 10DA

Pacientes Epidemiologia Eda~d Sexo Clinica Genotipo
en afios
P-16 Guinea 15 H No consta 10DA
Ecuatorial

Otro enfermo guineano con diarrea tenia una cepa del tipo 11DA que ha
sido previamente encontrado en muestras procedentes de Tailandia, tabla
21.

Tabla 21. Paciente con E. histolytica genotipo 11DA

Pacientes Epidemiologia Edaid Sexo Clinica Genotipo
en afos
P-20 Guinea 68 M Diarrea 11DA
Ecuatorial

En seis enfermos, cinco guineanos y un paciente holandés con
antecedentes de relaciones sexuales con prostitutas africanas, se hall6 el
tipo 15DA. Un dato a considerar es que en tres de estos casos, el paciente
estaba asintomaéatico, lo que puede interpretarse como una prueba de
diferencias en la virulencia entre los diferentes tipos descritos. Este tipo
ha sido previamente encontrado en muestras procedentes de Japén, tabla
22.
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Tabla 22. Pacientes con E. histolytica genotipo 15DA

Edad

Pacientes Epidemiologia - Sexo Clinica Genotipo
en anos
p-g Holandéssin 5 H AHA 15DA
viajes

P-17 Guinea 36 M Asintomatico  15DA
Ecuatorial

P-18 Guinea - - No consta 15DA
Ecuatorial

P-19 Guinea 23 M No consta 15DA
Ecuatorial

p-23 Guinea 17 H Asintomatico 15DA
Ecuatorial

P-28 Guinea 14 H Asintomatico 15DA
Ecuatorial

Por dltimo y como resultado mas interesante de nuestro estudio, cuatro
cepas no pudieron encuadrarse en ninguno de los quince tipos descritos
anteriormente, tabla 23. Estas cuatro cepas se clasificaron en dos nuevos
tipos de secuencias. Tres de ellas se obtuvieron de viajeros espafioles que
habian visitado Méjico y Centroamérica, lo que indicaria que este tipo

puede estar distribuido por esta zona geogréfica.

Tabla 23. Pacientes con E. histolytica genotipo no descrito con
anterioridad

Edad

Pacientes Epidemiologia - Sexo Clinica Genotipo
en anos
p.g VigeaCosta 5 H AHA Nuevo
Rica

P-25 Viaje a 36 M _Molestias Nuevo
Méjico intestinales

P-26 Viaje a 40 H Colitis Nuevo
Mejico

El otro tipo no descrito hasta la fecha se hallé en una cepa procedente de
un emigrante nigeriano con AHA, tabla 24. Debe sefialarse, que no se han
estudiado cepas procedentes de este pais africano en los estudios

publicados previamente, por lo que aunque no puedan extraerse
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conclusiones definitivas, es probable que este tipo sea originario de este

pais subsahariano.

Tabla 24. Paciente con E. histolytica genotipo no descrito con
anterioridad

Pacientes Epidemiologia Edeid Sexo Clinica Genotipo
en afios

P-10 Nigeriano 28 M AHA Nuevo

En la figura se muestran los productos de la nested-PCR de los distintos

genotipos para el locus 1-2 encontrados en este estudio.

Figura 13. Gel de electroforesis capilar

PI/ISDA  P2/SDA  Pl4/6DA  P&/EDA  PIG(10DA  P20/11DA  P9fNusva  P10fMusva
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Productos de la nested-PCR del locus 1-2
1:Marcador de peso molecular
2:muestra del P11, genotipo 15DA
3:muestra del P1, genotipo 5DA
4:muestra del P14, genotipo 6DA
5:muestra del P6, genotipo 8DA
6:muestra del P16, genotipo 10DA
7:muestra del P20, genotipo 11DA
8:muestra del P9, genotipo nuevo
9:muestra del P10, genotipo nuevo
*P= paciente
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3.2 Genotipado de E. histolytica por analisis del gen SREHP
3.2.1 Amplificacion

Se obtuvo un amplificado en 18 de las 22 muestras analizadas,
pertenecientes a 21 pacientes, tras la realizacion de la nested-PCR. En las
muestras de ADN de tres pacientes no se consiguié obtener un amplificado

por el protocolo de nested-PCR para el gen SREHP.

Figura 14. Electroforesis en gel de agarosa tefiido con BrEt

123 456 7 891011

Productos de la nested-PCR del SREHP
1:muestra de heces del P11
2:muestra de heces del P12
3:muestra de heces del P13
4:muestra de heces del P5

5:muestra de heces del P14
6:muestra de heces del P15
7:muestra de heces del P16
8:muestra de heces del P17
9:muestra de heces del P18
10:muestra de heces del P19
11:Marcador de peso molecular 100pb
*P= paciente

3.2.2 Secuenciacion de los productos de amplificacion de

SREHP

Se observé un alto grado de polimorfismo en las secuencias del gen
SREHP analizadas, por lo que no pudieron establecerse genotipos, ademas
de no observarse coincidencias con los resultados obtenidos por la
tipificacion con el locus 1-2. No obstante se obtuvieron algunas
concordancias que deben comentarse. El paciente 15 y el 3 mostraron
secuencias similares por esté método. Estas dos cepas también fueron
clasificadas en el mismo genotipo, el 6DA por la técnica de secuenciacion

del locus 1-2. Por otra parte, las cepas de los paciente 6 y 7 presentaron

82



Resultados

secuencias similares por la amplificacién del SREHP, aunque sus genotipos
no coincidieron por el locus 1-2. De igual forma mostraron secuencias
similares por la secuenciacién del gen de la proteina rica en serina, las
cepas de dos pacientes de origen guineano, el nUmero 18 y 21. Estos dos
pacientes tenian genotipos diferentes para el locus 1-2. Por ultimo, los
microorganismos aislados en los enfermos 4 y 5 mostraron secuencias
similares por el segundo método de tipificacion, siendo diferentes por la

secuenciacion del locus 1-2.
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Discusion

Los cambios que se han producido en el mundo en los udltimos afios han
provocado alteraciones de la epidemiologia de muchas infecciones.
Enfermedades endémicas en los paises en desarrollo, como la amebiasis,
se estan extendiendo a otras zonas geogréaficas, asociadas al fenémeno

inmigratorio y a los viajes (Stanley, Jr. 2003).

En este contexto, es necesario desarrollar herramientas diagndsticas que
permitan detectar con fiabilidad las infecciones importadas que, hasta
hace unos afios, eran poco comunes. Estas técnicas diagndsticas tienen
que ser mejores que los métodos convencionales, cuya rentabilidad no es
muy elevada. Entre estas nuevas herramientas diagndsticas destacan las
técnicas moleculares, como las basadas en la PCR (Mirelman et al. 1997;

Evangelopoulos et al. 2000).

I. DESARROLLO DE UNA DE UNA TECNICA DE PCR CON
APLICACION PARA EL DIAGNOSTICO Y DIFERENCIACION DE E.
histolytica Y E. dispar

Nuestros resultados muestran que la técnica de nested-PCR desarrollada
tiene una elevada sensibilidad para el diagnéstico de la amebiasis, ya que
es capaz de detectar el ADN equivalente a un parasito. Ademas, el estudio
de especificidad revela que la técnica no amplifica el ADN de otros
parasitos y bacterias, que puedan estar presentes en las muestras de
heces y en las del absceso hepatico. Esta alta especificidad de la técnica

evita la obtenciéon de resultados falsos positivos.

Uno de los principales problemas que presentaba el diagnéstico molecular
de la amebiasis era el relacionado con la extraccion de ADN, ya que las
heces es la muestra mas compleja para realizar una PCR debido a la
presencia de sustancias inhibidoras, como hemoglobina, bilirrubina, sales
biliares, pectinas y carbohidratos, que se extraen junto con el ADN del
parasito y disminuyen la sensibilidad de la técnica. Por tanto, la
optimizacion del método de extraccion de ADN a partir de las heces es

crucial para el éxito en los estudios con protocolos de PCR.
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Recientemente, han sido desarrollados métodos de aislamiento de ADN de
muestras de heces, los cuales han incrementado la sensibilidad de los
ensayos de PCR ya que eliminan los inhibidores, bien durante el proceso
de extraccion de ADN o purificando el ADN previamente extraido, con el
empleo de compuestos quelantes y/o columnas de purificacion. El Kit
comercial QlAamp® DNA Stool Mini Kit (QIAGEN) es el método de
extraccion de ADN de muestras fecales mas utilizado actualmente en los
laboratorios de investigacion clinica (Blessmann et al. 2002; Roy et al.
2005; Fotedar et al. 2007b; Gonin & Trudel 2003; Paglia & Visca 2004).

En cuanto a la evaluacion de los métodos de extraccion de ADN realizada
en este trabajo, con el método de tiocianato de guanidina no se
obtuvieron buenos resultados en las muestras de heces, ya que en ningldn
caso se logré obtener amplificados por la técnica de PCR. Sin embargo,
con el Kit QlAamp® DNA Stool Mini Kit (QIAGEN) en las diez muestras se
consiguié amplificar el ADN de E. dispar. Se debe mencionar que en el
protocolo de tiocianato de guanidina, no se efectu6é un calentamiento a
90° C para ayudar a romper la pared del quiste de la ameba, lo que ha
podido influir en que no se lograra un amplificado por la técnica de PCR en

ninguna muestra de heces.

En las muestras de absceso hepatico se consiguieron buenos resultados
con los dos métodos de extraccion, ya que en ambos casos se amplifico el
fragmento de E. histolytica en las tres muestras analizadas. Sin embargo,
se selecciond el kit comercial QlAamp® DNA Mini Kit (QIAGEN) porque la
calidad del ADN que se obtiene es mejor que con el método de tiocianato
de guanidina y facilita posteriores analisis como los ensayos de

caracterizacion de E. histolytica que se han llevado a cabo en este trabajo.

Ademds, creemos que estos resultados apoyan la utilizacion de las
técnicas comerciales de extraccion de &acidos nucleicos. Las técnicas
diagndsticas moleculares se estan convirtiendo en métodos rutinarios en
algunos laboratorios de microbiologia. EI uso de métodos caseros no
comerciales puede influir en la reproducibilidad de los resultados, por lo

que si se disponen de kits comerciales, parece recomendable utilizarlos.
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En ocasiones, el precio de las técnicas comerciales puede ser superior que
la del método casero, pero puede justificarse el aumento de precio si los
resultados mejoran en su reproducibilidad. No debe olvidarse, que las
técnicas comerciales suelen simplificar el trabajo del laboratorio
asistencial, ya que en muchas ocasiones pueden automatizarse. Ademas,
deben incorporar control de lotes y otros requisitos de acreditacion, lo que
empieza a resultar imprescindible en los laboratorios de microbiologia

clinica.

Otro punto a tratar en este apartado es el de las condiciones del envio de
las muestras. En la mayoria de los laboratorios hospitalarios de
Parasitologia las heces se recogen en contenedores con conservante,
principalmente formalina al 10% o SAF. Sin embargo, el formol puede
tener un efecto inhibidor de la técnica de PCR, ya que afecta a la
integridad del ADN impidiendo su posterior amplificacion (Troll et
al.1997). Ramos y colaboradores (1999) describen como el efecto
inhibitorio de la formalina esta directamente relacionado con el tiempo
que permanecen las heces en el conservante. En sus investigaciones
demuestran que a partir del segundo dia se produce una disminucion de la
sensibilidad de las técnicas de PCR. Por el contrario, otro grupo de
investigadores, (Paglia & Visca 2004), no encuentran relacion entre el
tiempo de conservacion de la muestra de heces en formalina y la
inhibicibn de la técnica de PCR. En su trabajo obtienen los mismos
resultados de amplificacion de ADN de E. dispar por la técnica de PCR en

las heces conservadas en formalina durante 1, 7, 30 y 90 dias.

Nuestros resultados coinciden con los de los autores que muestran el
efecto inhibidor de la formalina, ya que se observé una disminucién muy
significativa de la sensibilidad de la técnica de PCR. Por otro lado, la
accion de la formalina tamponada (SAF) también demostré tener un
efecto inhibitorio, aunque de menor intensidad que el de la formalina al
10%. En este sentido, se obtuvo un resultado positivo con la técnica de
PCR, en s6lo un 10% de las heces con amebas conservadas en formalina,
mientras que se consiguié amplificar ADN de E. dispar en un 25,6% de las

muestras positivas conservadas en SAF. Esta diferencia puede explicarse
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debido a que la concentracion del formol es menor en la solucién de SAF

que en la de formalina al 10%o.

Por lo tanto, y tras analizar los resultados del estudio preliminar, sélo las
heces frescas congeladas mostraron una rentabilidad del 100%, para la
amplificacion eficiente del ADN de E. histolytica y E. dispar por la técnica
de PCR. Lo que nos lleva a recomendar que los hospitales recojan
muestras de heces frescas para realizar los estudios moleculares. En
muchos laboratorios, la recogida de muestras de heces se realiza,
rutinariamente, en contenedores que llevan incorporado algun
conservante con formol, por lo que deberian revisarse los protocolos
hospitalarios de recogida de muestras de heces, si se desea realizar
estudios moleculares, como la amplificacibn de &cidos nucleicos por

técnicas de PCR.

11. APLICACION CLINICA DE LA PCR

Como se ha indicado con anterioridad, el diagnéstico de las enfermedades
parasitarias importadas se ha convertido en uno de los problemas
emergentes en nuestro pais. La identificacion de estas infecciones necesita
de personal capacitado y de técnicas microbioldgicas fiables. En el caso de
la amebiasis, hasta la aparicion del fendmeno migratorio, el diagndstico
estaba basado en los examenes microscopicos y en la serologia. Sin
embargo, en inmigrantes procedentes de zonas endémicas, estas técnicas
tienen una rentabilidad limitada. El desarrollo de las técnicas moleculares
ha permitido disefiar nuevos métodos diagndésticos, con intencion de
superar las limitaciones de los ensayos tradicionales. Una de estas

técnicas es la que se discute en el presente trabajo.

La primera aplicacion del método desarrollado en este trabajo fue el
diagndstico del absceso hepatico amebiano. La técnica realizada a partir
del material del absceso hepatico mostré una sensibilidad del 100%, valor
similar al descrito por Zaman y colaboradores (2000). En todas las

muestras en las que se realizd la técnica, se amplific6 ADN de E.
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histolytica, incluso en tres casos que llevaban varios dias de tratamiento

con metronidazol, antes de obtener la muestra.

Al comparar estos resultados con los obtenidos mediante los métodos
tradicionales, se observaron algunos resultados interesantes. Los estudios
serologicos también fueron positivos en todos los enfermos diagnosticados
de AHA. Ademas, los titulos de anticuerpos que se detectaron en estos
pacientes fueron muy altos, superiores a 1,2 segun la lectura de densidad
oOptica del lector de ELISA. No obstante, a diferencia de nuestros
resultados, otros autores han sefialado que las técnicas seroldgicas
muestran inconvenientes, como falsos positivos en poblacion residente en
zonas endémicas, ya que pueden detectarse anticuerpos durante afos
tras la infeccion (Patel & DeRidder 1989). Pero hay que resaltar ademas,
que la serologia muestra otra limitacién, que es la posibilidad de que se
produzcan falsos negativos. Estos resultados suelen producirse en las dos
primeras semanas tras el inicio del cuadro clinico, antes de que empiece a
ascender el titulo de anticuerpos (van Doorn et al. 2005; Knobloch &
Mannweiler 1983; Stanley, Jr. 2003). El retraso en el diagnéstico del AHA
puede conllevar un aumento de la morbilidad y la mortalidad de los

enfermos, asi como el inicio de tratamientos antibiéticos innecesarios.

Por tanto, aunque en nuestro trabajo los resultados fueron similares, un
resultado seroldgico positivo puede no ser diagnostico de AHA, por lo que
muchos expertos piensan que debe confirmarse por otro método,
particularmente cuando existen titulos bajos de anticuerpos, que pueden
deberse a una infeccion pasada. En este estudio, ocho enfermos con AHA
eran inmigrantes procedentes de zonas endémicas, y la serologia fue
positiva en todos ellos, por lo que la PCR sirvib como técnica
confirmatoria. Por otra parte, la técnica molecular puede convertirse en un
método diagndstico imprescindible para la identificacion de la amebiasis
importada, en viajeros de zonas no endémicas. Esta prevision se
fundamenta en el hecho de que, cada vez con mas frecuencia, los viajeros
con sospecha de amebiasis, refieren antecedentes de varias estancias en
paises endémicos, por lo que pueden infectarse y desarrollar anticuerpos

contra el parasito, complicando el diagnéstico de la amebiasis por
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serologia. Por tanto, la técnica de PCR debe considerarse de referencia en
inmigrantes y, desde nuestro punto de vista, también en viajeros que

visiten con frecuencia paises en desarrollo.

Otro aspecto que debe destacarse en cuanto al diagnéstico de laboratorio
del AHA, es la baja utilidad del examen microscopico directo. La
observacion de trofozoitos en el pus del absceso es un hallazgo poco
frecuente. Segun el trabajo de Zengzhu y colaboradores (1999), el
examen microscépico mostré una sensibilidad del 19%, mientras que una
técnica molecular basada en de PCR detect6 el 100% de los casos. Asi
mismo, Tachibana y colaboradores (1992) obtuvieron una sensibilidad del
10,5% con la microscopia y un 100% de sensibilidad con la técnica de
PCR.

Por otro lado, la apariencia macroscopica del pus del absceso de pasta de
anchoas o color achocolatado, considerado diagnoéstico de AHA en algunos
estudios clasicos, puede observarse en otros tipos de patologia hepaticas.
Asimismo, el material del AHA, también puede tener otro aspecto, como
en el caso de tres de los pacientes incluidos en este estudio, cuya puncion
tenia un aspecto blanco amarillento, que no fue considerado caracteristico

de amebiasis (Zengzhu et al. 1999).

También debe comentarse la utilidad de nuestra técnica de PCR en las
muestras de heces. Algunos trabajos han defendido que puede
diagnosticarse un AHA, si el enfermo muestra un absceso hepatico y se
observan amebas en sus heces. No obstante, la rentabilidad de la
microscopia en heces debe considerarse muy limitada por sus bajas
sensibilidad y especificidad. En nuestro estudio se analizaron las heces en
busca de E. histolytica en seis de los enfermos diagnosticados de AHA. El
examen microscopico del concentrado fue negativo en todos los casos,
confirmando su baja rentabilidad. Por el contrario, la técnica de PCR fue
positiva en el 50% de los casos analizados, lo que demuestra que puede
ser Gtil en algunas ocasiones. Este aspecto es de especial interés, ya que
la punciéon del absceso debe reservarse para casos concretos y no debe

realizarse de una forma generalizada.
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Por otra parte, se deben destacar otras oportunidades diagnoésticas que
ofrece el método de la PCR. Se han publicado trabajos en los que se ha
analizado la sensibilidad de estas técnicas en muestras de orina y de
sangre (Parija & Khairnar 2007). La sensibilidad es inferior que en las
muestras de la puncién hepatica, pero en los casos en los que no esté
indicado realizarse, por la localizaciéon anatémica del absceso o por su
tamafo, la aplicacion de la PCR a muestras de sangre o de orina puede

ser util para poder detectar el parasito.

Para finalizar con el AHA, debe comentarse la epidemiologia de los
enfermos con amebiasis extraintestinal. Los abscesos hepaticos suelen ser
mas frecuentes en hombres que en mujeres (Stanley, Jr. 2003). Nuestros
datos confirman lo expuesto con anterioridad, ya que de los 15 enfermos
con AHA, sélo cuatro casos fueron diagnosticados en mujeres. Al analizar
los datos de los pacientes segun su origen geografico y la informacion
demogréafica disponible, las diferencias entre sexos se dieron
principalmente en inmigrantes procedentes de zonas endémicas de
amebiasis, diagnosticandose siete de los ocho casos en hombres. Sin
embargo, en los viajeros, la distribucion por sexos fue similar, con dos

casos en hombres y otros dos en mujeres.

Por otra parte hay que destacar, que los abscesos diagnosticados en
inmigrantes, se observaron mayoritariamente en pacientes de origen
sudamericano, y soélo se detectaron dos en pacientes africanos. Lo mismo
sucedié con los viajeros, ya que el 75% de los AHA de este grupo se
dieron en enfermos que habian visitado Sudamérica, dos Venezuela y uno
Costa Rica. Estas diferencias epidemioldgicas podrian indicar una
diferencia en la virulencia de las cepas de E. histolytica, ya descrita en
otros trabajos con anterioridad (Haghighi et al. 2003). Segun nuestros
resultados, podria aceptarse que las cepas sudamericanas muestran una
mayor capacidad invasora que las cepas del Africa subsahariana. Esta
diferencia patogénica sera de nuevo analizada en el apartado dedicado a
discutir el objetivo tres del presente trabajo, que vers6é sobre la

caracterizacion molecular de E. histolytica.
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La segunda utilidad clinica de la técnica de PCR que se analiz6 en nuestro
estudio, fue su fiabilidad a la hora de diagnosticar la amebiasis intestinal.
Para ello se utilizaron muestras de heces procedentes de enfermos con
amebiasis intestinal, asi como de personas con quistes de amebas

comensales.

En el diagndstico de la amebiasis intestinal, la nested-PCR mostré una
mayor sensibilidad que el examen microscopico como ya han descrito
otros autores previamente (Fotedar et al. 2007a). La técnica de PCR
detectd todos los casos de amebiasis intestinal, mientras que sélo se
observaron formas compatibles con E. histolytica/E. dispar en el 84% de
los pacientes con la infeccidon. Esta cifra es algo superior a la observada en
otras series, ya que la sensibilidad del examen microscépico se situé en
un 60-70% de los casos analizados (Blessmann et al. 2002). Hay que
resaltar, que s6lo en un paciente, cuyo examen microscopico se hizo en la
muestra fresca sin concentrar, se observaron trofozoitos. En el resto de
pacientes con microscopia positiva se detectaron quistes de E. histolytica/
E. dispar en el concentrado de las heces. En dos enfermos, el examen
microscopico del concentrado fue negativo, no observandose ni trofozoitos
ni quistes. Esto pudo deberse a la baja sensibilidad de la microscopia, a la
escasa O intermitente excrecién de quistes por las heces, o a que sélo
eliminaran trofozoitos y estos hubieran sido destruidos por el método de
concentracion (Gonzalez-Ruiz et al.1994). La concentracion de la muestra
de heces se realiza rutinariamente en la mayoria de los laboratorios de
microbiologia de los hospitales, por lo que debe tomarse en consideracion
que un resultado negativo en el examen microscopico no descarta la
presencia de E. histolytica. Ademdas, otro dato que muestra la mayor
sensibilidad de la técnica de PCR frente al examen microscépico en este
estudio, son los diez casos con un resultado del examen microscopico de
las heces negativo y que por la técnica de PCR se consiguié amplificar el
ADN de E. dispar.

La elevada sensibilidad de la técnica molecular permite concluir que si se

utiliza de forma rutinaria en muchas ocasiones, no serian necesarios los

estudios seriados con tres muestras de heces, como se suele recomendar
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en los exdmenes parasitoldgicos clasicos. Esto significaria un gran ahorro
de tiempo en los laboratorios asistenciales, lo que siempre debe tomarse

en cuenta, en nuestro Sistema Nacional de Salud.

Por otra parte se debe resaltar, que el examen microscopico no puede
diferenciar entre E. histolytica, la ameba patdgena, y el comensal mas
frecuente, E. dispar. De ahi que los resultados de la microscopia tienen
que informarse indicando que las estructuras observadas son compatibles
con E. histolytica/E. dispar. Esto ultimo nos lleva a afirmar, que el
diagndstico de la amebiasis intestinal no puede basarse Unicamente en la
microscopia. El examen microscopico so6lo puede utilizarse como una
técnica diagndstica presuntiva, que debe confirmarse con otro método,
como la técnica de PCR que presentamos en este trabajo. Esta afirmacion
queda confirmada con los resultados obtenidos en la poblacién estudiada
que no presentaba amebiasis intestinal. Ya que en las muestras de heces,
procedentes de 76 personas, en las que se habian observado quistes del
complejo E. histolytica/E. dispar, el 83% estaban parasitados por la
especie comensal E. dispar, y s6lo un 14% estaba infectado con la ameba
patégena E. histolytica. Por otra parte, en los 71 pacientes en los que se
observaron quistes de amebas sin precisar la especie, se obtuvieron
resultados comprables, ya que en un 56% se detectd E. dispar por la
técnica de PCR. Ademas, en ningun caso se amplific6 ADN de E.

histolytica.

Por tanto, nuestro trabajo demuestra que la prevalencia de E. dispar es
mucho mayor que la de E. histolytica como describen otros autores
(Verweij et al. 2003; Solaymani-Mohammadi et al. 2006b; Visser et al.
2006; Kebede et al. 2004a). Por lo que debe sefalarse, que parece obvio
que, actualmente, puede existir una sobreestimacion de la amebiasis
intestinal, ya que muchos centros sanitarios s6lo emplean el examen
parasitolégico de heces como método diagnéstico. Esta sobrestimacion
puede conducir a que no se diagnostiquen otras enfermedades y que se

pauten tratamientos antiparasitarios innecesarios (Leiva et al. 2006).
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Otro factor a tomar en consideracion es la dificultad que presenta el
estudio parasitoléogico por microscopia en la poblacibn inmigrante
procedente de zonas endémicas de amebiasis. En esta poblacion es muy
frecuente observar quistes de diferentes especies de amebas en el
concentrado de las heces, lo que complica el diagndstico del complejo E.
histolytica/E. dispar. Ademas, muchos hospitales no disponen de un
micrémetro en el ocular, por lo que es practicamente imposible distinguir
E. histolytica/E. dispar de E. hartmanni y, en ocasiones, de E. coli. Lo que
se confirma con los resultados de la técnica de PCR obtenidos en el
presente trabajo, ya que en el 44% de las muestras de heces en las que
se observaron quistes de amebas no eran E. histolytica ni E. dispar. Estos
resultados también concuerdan con los comunicados por otros autores
(Kebede et al. 2003; Kebede et al. 2004b), que coinciden en sefialar, que
la identificacion del complejo E. histolytica/E. dispar mediante examen
microscopico, requiere de personal experto en microscopia parasitélogica,
que no abunda en la mayoria de los centros sanitarios donde se atienden
por primera vez a estos enfermos. Este hecho queda reflejado también
por las muestras de heces (16 casos) que fueron remitidas a nuestro
laboratorio para descartar amebiasis tras un examen microscopico
compatible con E. histolytica/E. dispar, que una vez analizadas en nuestro
centro fueron clasificadas como heces con amebas no pertenecientes al
complejo E. histolytica/E. dispar. En todos estos casos, el resultado de la

técnica de PCR fue negativo.

Otro dato destacable es el analisis de las infecciones mixtas por E.
histolytica/E. dispar. En la literatura no existe acuerdo sobre la frecuencia
de estos casos. En nuestro estudio hubo un caso de infeccion mixta, en la
muestra de heces de un paciente procedente de Guinea Ecuatorial. La
técnica de PCR descrita en este trabajo fue capaz de detectar las dos

especies, lo que muestra una posible utilidad adicional para este método.

Otro aspecto que debe comentarse son los resultados en las muestras de
heces procedentes del colectivo de viajeros a zonas endémicas. Se
analizaron 105 muestras de heces de viajeros con distintos sindromes

diarreicos o intestinales, para descartar la presencia de E. histolytica. En
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todas estas muestras el examen microscépico fue negativo. Por otra
parte, sb6lo en un caso se obtuvo un resultado positivo, mediante la
técnica de PCR. Este dato nos hace meditar sobre la necesidad de
descartar la amebiasis de forma rutinaria en los viajeros por PCR. Quiza se
deberian proponer protocolos que incluyan una informacién clinica mas
detallada, y de esa forma reservar la técnica molecular para casos
seleccionados, con una alta sospecha de infeccibn amebiana. Aunque se
tiene que reconocer, que en muchas ocasiones, la clinica es indistinguible
de otras enfermedades intestinales, ademas de ser muy variable segun

cada caso.

En cuanto a la comparaciéon entre la técnica molecular de PCR y la
deteccion de anticuerpos en el diagnéstico de la amebiasis intestinal,
pueden comentarse algunos resultados. En nuestro trabajo, la PCR mostré
mejores resultados que la serologia. De los ocho pacientes en los que se
realizé la deteccidon de anticuerpos, siete tuvieron un resultado positivo a
titulos altos. La sensibilidad de la técnica serolégica se situ6 en el 87,5%.
Hay que destacar que dos de los casos en los que la serologia fue positiva
eran portadores asintomaticos de E. histolytica, lo que demuestra la
buena sensibilidad de estas técnicas. Por lo tanto, las persona infectadas
por E. histolytica pueden identificarse mediante la deteccion de un titulo
elevado de anticuerpos por una técnica seroldgica y la vision de formas
compatibles con E. histolytica/E. dispar en el examen microscopico
directo, segln los datos obtenidos en este trabajo, que coinciden con lo
publicado por otros autores previamente (Pillai et al. 1999; Visser et al.
2006).

Estos resultados demuestran que la serologia sigue siendo un método
fiable para el diagndstico, cuando se obtiene un titulo alto de anticuerpos.
No obstante debe indicarse que, sobretodo, en poblacién procedente de
zonas endémicas, la serologia puede tener un valor predictivo positivo
mas bajo, por lo que se debe disponer de métodos que confirmen el
diagndstico de amebiasis. Uno de estos métodos es la deteccion del

parasito por PCR. Puede concluirse, por tanto, que el mejor enfoque para
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el diagnéstico de la amebiasis puede ser la utilizacion de técnicas

serolégicas y la deteccidn del paréasito por técnicas moleculares.

En relacion a la epidemiologia de los enfermos con amebiasis intestinal,
existen algunas diferencias con la del AHA, aunque debe destacarse que
los datos analizados no constituyen un estudio de Vvigilancia
epidemioldgica activa, por lo que pueden existir sesgos. EI AHA fue mas
frecuente en varones, sin embargo, no se hallaron diferencias
significativas en cuanto al sexo en la amebiasis intestinal. La edad media
de los pacientes con amebiasis intestinal fue inferior a la del AHA (33
anos, intervalo 14-68 vs. 37,5 afos, intervalo 28-62). Debe sefialarse que
los dos casos autéctonos de AHA fueron diagnosticados en personas con
edades superiores (57 y 62 afos) a las observadas en los otros casos de

AHA, que estaban comprendidas entre 28 y 40 afos.

En relaciéon a la procedencia de los pacientes con amebiasis intestinal, hay
que destacar que nueve eran inmigrantes africanos, siendo ocho de
Guinea Ecuatorial, tres (37,5%) de los cuales estaban asintomaticos. Este
dato indica que este tipo de amebiasis puede ser muy frecuente en los
pacientes procedentes de Africa ecuatorial, lo que deberia tomarse en
cuenta en el diagndstico diferencial de los sindromes diarreicos, que se
detectan en enfermos de esta procedencia. Incluso podria plantearse
realizar estudios en inmigrantes asintomaticos que vengan de esta area,

para evitar que el parasito se reintroduzca en Espafa.

Por otra parte, no se diaghostic6 amebiasis intestinal en ningln paciente
de origen sudamericano. Sin embargo, tres colombianos y tres
ecuatorianos fueron diagnosticados de amebiasis diseminada, lo que
indica que esta poblacion esta infectada por E. histolytica. La capacidad
invasora de las cepas sudamericanas parece superior que la de las
africanas, aspecto que se discutird posteriormente. Respecto a la falta de
diagnésticos de amebiasis intestinal en sudamericanos no tenemos una
explicaciéon definitiva. Es probable que se deba a que no se ha estudiado
un nimero de muestras suficiente. Muchas de las heces procedentes de

sudamericanos tenian E. dispar, con porcentajes similares a los
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observados en heces de africanos. Desde nuestro punto de vista, este
dato reafirma que la ausencia de E. histolytica en heces de sudamericanos

puede deberse a un sesgo epidemioldgico.

Para finalizar, hay que comentar que cuatro casos, una disenteria y tres
AHA, no se diagnosticaron ni en viajeros ni en inmigrantes,
considerandose casos autdctonos. El caso de disenteria y uno de los AHA
fueron observados en varones que habian mantenido relaciones sexuales
con prostitutas, procedentes de zonas endémicas de amebiasis. Uno de
ellos refiri6 practicas de sexo oral. En el otro caso no se dispuso de
informacion a este respecto. La transmision sexual de la amebiasis ha sido
reconocida desde hace tiempo (Phillips et al. 1981) pero la mayoria de los
casos se refieren a hombres homosexuales con o sin infecciéon por HIV
(Thompson, Jr. et al. 1983; Hung et al. 2005), estando bien documentada
la asociacion entre infeccion por E. histolytica y homosexualidad. Sin
embargo, debe indicarse que las practicas de sexo oral entre parejas
heterosexuales también deben ser consideradas un factor de riesgo para
la transmision de la amebiasis, como se ha documentado en algunos
trabajos recientemente publicados (Diaz-Gonzélvez et al. 2005). Por
tanto, se debe estar en guardia ante el posible aumento de la transmisiéon
de E. histolytica entre parejas heterosexuales, ya que el numero de
personas infectadas por E. histolytica estd creciendo en los paises

desarrollados debido al fendmeno migratorio.

En relacién con la transmisidn de persona a persona sin contacto sexual
en paises desarrollados, se han publicado casos de transmisién de E.
histolytica dentro de la misma familia (Gatti et al. 1995; Vreden et al.
2000). Estos casos nos advierten sobre la posibilidad de que la amebiasis
autdctona pueda aumentar en proximos afios, dado que en Espafa vive
cada vez un mayor numero de inmigrantes procedentes de zonas
endémicas, por lo que la transmision de persona a persona de la
enfermedad podria verse incrementada. Un dato que debe tomarse en
consideracion es que muchos de estos inmigrantes trabajan en puestos
relacionados con la agricultura, la industria de los alimentos, la hosteleria

y en el servicio doméstico, lo que podria tener consecuencias directas
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sobre la prevalencia de la amebiasis autéctona. Desde nuestro punto de
vista, la amebiasis es una parasitosis emergente, que en los préximos
afos podria convertirse en un problema de salud publica de primera
magnitud, por lo que deberian desarrollarse protocolos de control y

erradicacion en emigrantes.

Segun lo expuesto en el parrafo anterior, la amebiasis deberia incluirse,
ya en la actualidad, en el diagndstico diferencial de cuadros clinicos
compatibles, incluso sin el antecedente epidemiolégico de viajes o de

inmigracion.

Los otros dos casos de amebiasis autéctona son muy interesantes desde el
punto de vista epidemiolégico. Se diagnosticaron en una mujer de origen
gallego y en un varén madrilefio, en los que no pudo objetivarse ningudn
antecedente de interés. Diaz-Gonzalvez y colaboradores (2005) publicaron
la revisibn mas completa sobre AHA autéctono en nuestro pais. Se
incluyeron diez casos, diagnosticados en los ultimos 20 afios. En seis de
ellos no hubo antecedente de contagio de persona a persona. En algunos
de estos casos sin antecedentes epidemioldgicos, posteriores entrevistas
demostraron la existencia de contactos, no admitidos previamente, con
personas procedentes de zonas endémicas. En otros, como los casos de
este estudio, no se consiguié encontrar una explicacién para el contagio.
Otros autores también han publicado casos autdctonos de amebiasis
intestinal (Pérez Trallero et al. 1985). Aunque no debe descartarse que
algunos de estos casos de amebiasis fueran erréneamente diagnosticados,
particularmente las infecciones que fueron detectadas por microscopia, ya
que es probable que los quistes que se observaron fueran de E. dispar y
no de E. histolytica. Esta posibilidad ha quedado reforzada con los
resultados de nuestro estudio, ya que cinco casos en espafoles sin
antecedentes de viajes, en los que se observaron quistes de E. histolytica/
E. dispar, fueron identificados con portadores de E. dispar cuando se

realiz6 la técnica molecular de PCR.

Esto permite especular sobre la presencia del parasito en Espafa. E.

histolytica es un parésito cosmopolita. La presencia de esta ameba en
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Espafia podria explicarse por las condiciones climatolégicas de humedad
elevada y temperaturas suaves de algunas regiones de nuestro pais, que
favorecen la persistencia de las formas quisticas. Sin embargo, las
condiciones de los saneamientos y las instalaciones de tratamiento de
aguas de Espana deberian prevenir el contagio de la amebiasis, a
diferencia de los paises endémicos donde las condiciones higiénicas son
deficientes. Recientemente, algunos autores han publicado brotes de
amebiasis en zonas de Europa con deficiencias en sus instalaciones de
tratamiento de aguas (Barwick et al. 2002). Esto podria aplicarse a
algunas areas rurales de Espafa. Ademas, como se indicé anteriormente,
el aumento de inmigrantes con E. histolytica, o de viajeros que adquieren
la ameba, en zonas endémicas, podria incrementar la presencia del
parasito en el medio ambiente, por lo que podrian producirse brotes

epidémicos en los préximos afos.

Hasta la fecha, no se han realizado estudios fiables sobre Ila
seroprevalencia de la amebiasis en Espafia, por lo que no se conocen los
porcentajes de poblacion infectada. S6lo se ha publicado un estudio
realizado en Huelva, en 1998. Se encontraron 19 (1,79%) casos con
serologia positiva, aunque sdélo un caso tenia un titulo de anticuerpos alto,
entre las 1056 personas analizadas (Perea et al. 1998) Es probable que en
los proximos afios sean necesarios mas estudios, que nos ayuden a

conocer la nueva realidad epidemioldgica de esta infeccion emergente.

Para finalizar debe resaltarse que las técnicas basadas en el analisis del
ADN como la PCR presentada en este estudio, tienen una elevada
sensibilidad y una especificidad indiscutible, por lo que deben convertirse
en las técnicas de eleccion tanto en el diagndstico de la amebiasis como
en los estudios epidemiolégicos (Mirelman et al. 1997; Gonin & Trudel
2003). La aplicacion de esta técnica en un mayor nimero de casos, podria
revelar la verdadera prevalencia de la amebiasis, ademas de ayudar a
conocer aspectos polémicos como la presencia endémica del parasito en

nuestro pais.
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3. Caracterizacion genotipica de las cepas clinicas de E. histolytica

de los pacientes con amebiasis

Las infecciones por E. histolytica son muy variables desde el punto de
vista clinico. Muchos enfermos no desarrollan la enfermedad, siendo
portadores asintomaticos. En otras ocasiones, se producen diarreas y
otros sintomas intestinales, que varian desde cuadros leves a casos muy
intensos, que pueden poner en peligro la vida del paciente. Por dltimo, en
algunos enfermos se producen cuadros extraintestinales, que llegan a
causar AHA. Los factores que determinan la evolucién de la infecciéon por
E. histolytica son desconocidos. Existen varias posibilidades, ya que
pueden depender de la cepa infecciosa, del hospedador, o ser una
combinaciéon de ambos factores, ya que, probablemente, sea una
interaccion entre factores genéticos, inmunoldgicos, nutricionales, de la
flora entérica del hospedador y de la existencia de distintos genotipos del

parasito que producen la enfermedad.

La influencia del genotipo del paréasito es uno de los factores que se esta
analizando en la actualidad. La diferencia en la capacidad patégena de las
distintas cepas podria relacionarse con su pertenencia a diferentes tipos
dentro de la especie. Recientemente se han publicado algunos estudios en
los que parece que se ha encontrado una asociacion entre los diferentes

genotipos de E. histolytica y su virulencia (Ali et al. 2007).

Los resultados obtenidos en este trabajo apoyan esa linea. Aunque el
ndmero de cepas incluidas en el estudio no es lo suficientemente elevado
como para extraer conclusiones definitivas y ademas, en este trabajo sélo
se ha secuenciado el locus 1-2 (actualmente llamado DA) de los seis STR
que estan descritos en la actualidad. A continuaciéon se discute algunas de

las tendencias observadas.
En primer lugar, los genotipos mas frecuentes fueron el 5DA, el 6DA y el

15DA. El tipo 5DA se asocid, aunque no significativamente, con el AHA y

debe destacarse su relacién con pacientes de origen ecuatoriano. El tipo
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6DA fue el mas frecuente de todos y también produjo un nimero elevado
de AHA, encontrandose una relacibn que se situé muy cercana a la
significacion estadistica (P=0,08). Este grupo tiene una distribucién
geografica amplia ya que se encontr6 en muestras procedentes de varios
continentes, aunque debe indicarse que los tres pacientes colombianos
diagnosticados de AHA tenian cepas pertenecientes a este genotipo. En
cuanto al género de los enfermos, no se hallaron diferencias
estadisticamente significativas en este grupo. No obstante, dos de las
mujeres que padecian AHA presentaban una condicion favorecedora, en
concreto una estaba embarazada y la otra era VIH+. Por otra parte, el
genotipo 15DA mostré unas caracteristicas clinicas que pueden
considerarse poco virulentas, ya que soélo se observé en un caso de AHA
(P=0,05), en un paciente que no era originario de zonas endémicas de
amebiasis. En cuanto a su origen geografico, se encontré una relacién con
los pacientes de origen guineano. No se observaron vinculos significativos

cuando se analizaron los casos por sexos.

Por ultimo, deben destacarse los cuatro casos en los que las cepas
aisladas no pudieron agruparse en ninguno de los genotipos existentes.
Este dato nos indica que no disponemos aun de informacion suficiente

sobre la distribucidon geografica de E. histolytica.

En cuanto a la tipificacion de las cepas de E. histolytica por el gen SREHP,
se observé una gran variabilidad, sin que se detectaran asociaciones entre
tipos de secuencias y origen geografico de las cepas o cuadro clinico de

los enfermos.

Estos resultados no coinciden con lo publicado por Ayeh-Kumi y
colaboradores (2001) que encontraron un vinculo entre genotipos del gen
SREHP y la presentacion clinica de la amebiasis, diarrea o AHA. Debe
seflalarse que en este trabajo se incluyeron muestras de una zona
geografica, Bangladesh, mientras que en nuestro trabajo las muestras
eran de pacientes de distintas partes del mundo. Por otra parte, nuestros
resultados coinciden con los publicados por Haghighi y colaboradores

(2002), que encontraron gran variabilidad en muestras de origen japonés.
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Es necesario realizar estudios epidemiolégicos coordinados que permitan
analizar un mayor numero de cepas. Deberian incluirse cepas
representativas de cada zona geografica, para poder obtener resultados
significativos. La amebiasis se ha convertido en una infecciéon emergente
en Espafia y en otras zonas de Europa, por lo que la informacion
epidemiolégica resulta crucial a la hora de planificar qué medidas de
control deben aplicarse en nuestros paises. Desde nuestro punto de vista
deben realizarse trabajos multicéntricos en los que colaboren expertos en
salud publica, centros hospitalarios y laboratorios de parasitologia, ya que
es el Unico modo de obtener los datos necesarios para conocer la
prevalencia de la infeccién en inmigrantes y en viajeros, la distribucién de

cada genotipo y el mejor modo de prevenir la infeccion.
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El diagnostico de la amebiasis no puede basarse exclusivamente en
la microscopia desde la separaciéon formal de E. histolytica de E.
dispar. Por lo tanto, se necesitan métodos confirmatorios entre los

que se encuentran las técnicas de deteccién de acidos nucleicos.

En el diagnéstico de la amebiasis intestinal la técnica de PCR
mostré una sensibilidad superior a la de la microscopia y a la de la
serologia. EIl método molecular fue capaz de distinguir entre E.

histolytica, la especie patégena, y E. dispar, la comensal.

La prevalencia de E. dispar fue superior a la de E. histolytica en
todos los grupos estudiados. Este dato indica que si no se realiza
una técnica que diferencie entre las dos especies, la mayor parte de
los diagndsticos de amebiasis seran erréneos y se pautaran

tratamientos innecesarios.

La técnica de PCR descrita en el estudio tiene una sensibilidad
diagndstica similar a la de la serologia en el caso del AHA. Ademas,
presenta la ventaja sobre la serologia de que evita los falsos
positivos en inmigrantes, asi como los falsos negativos que suelen
producirse durante la primera semana de la infeccién. Por otro
lado, la obtencion del ADN de la cepa infecciosa permite realizar

estudios de caracterizacion epidemioldgica.

La alta rentabilidad de la técnica de PCR en el material del absceso
nos lleva a recomendar su uso como método diagndstico de
referencia en los casos sospechosos de AHA. También puede
utilizarse en otras muestras como sangre, orina y heces, aunque

con una sensibilidad inferior.

La amebiasis se ha convertido en una infeccion emergente en
Espafia, asociada al fendbmeno migratorio y al turismo a zonas
endémicas. Por ello, debe realizarse el diagndstico diferencial en

todos los cuadros clinicos compatibles, empleando técnicas con una

104



Conclusiones

rentabilidad diagnéstica elevada, como la deteccion de &cidos

nucleicos.

No se han realizado estudios seroldgicos de amebiasis a nivel
nacional en nuestro pais, por lo que no puede asegurarse cual es la
prevalencia de la infeccibn autéctona. Los casos descritos
recientemente sin antecedente epidemioldégico no deberian
considerarse autdctonos, ya que la circulacion del parasito esta
aumentando en nuestro medio debido al incremento de las

personas infectadas.

La caracterizacion genotipica muestra que existe un elevado grado
de variabilidad entre las distintas cepas de E. histolytica, y una
posible relacién entre algunos genotipos del parasito, la capacidad
virulenta y su origen geografico. No obstante, es necesario realizar
estudios epidemiolégicos coordinados que permitan analizar un
mayor numero de cepas. Asimismo, deben realizarse trabajos
multicéntricos, ya que es el Unico modo de obtener los datos
necesarios para conocer la prevalencia de esta parasitosis, la
distribuciéon de cada genotipo y el mejor modo de prevenir la

infeccion.
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