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Resumen 

El presente estudio fue diseñado para evaluar la eficacia del diagnóstico serológico del 
absceso hepático amibiano (AHA). Se utilizó una prueba de ELISA para la detección 
en suero de IgG especifica, utilizando una fase sólida con una alta capacidad de adhe- 
rencia. 

Se estudiaron 147 personas; 22 pacientes con sospecha clínica y ultrasonográfica de 
AHA, 30 individuos completamente sanos, 9 portadores asintomáticos de E. histolytica, 
35 con colitis amebiana pasada, 35 con otras parasitosis intestinales, 9 con otras pato- 
logías hepáticas y 6 con colitis amebiana presente. El rendimiento global de la prueba 
fue analizado por medio de las curvas del receptor-operador y del área bajo la curva. 
Se determinó que existe una diferencia significativa en la densidad óptica (DO) de los 
siete grupos estudiados (Kruskal-Wallis entre todos los grupos: p=0,0001); esta dife- 
rencia no existe cuando, al comparar, se elimina el grupo 1 del análisis (Kruskal-Wallis 
exceptuando el grupo 1: p=0,8203). El área bajo la curva ROC fue igual a 0,9941, dato 
muy cercano al ideal que es 1. 

Se recomienda la utilización de esta fase sólida teniendo en cuenta la importancia de la 
fase de bloqueo con albúmina de huevo. Se determinó que, a pesar de estar en una 
zona donde el diagnóstico de amebiasis es frecuente, las infecciones intestinales por 
esta ameba no presentan niveles detectables de IgG especifica contra E. histolytica 
por esta prueba. Sin embargo, es importante ampliar la cantidad de personas estudia- 
das en estos grupos, principalmente, en el grupo de pacientes con otras patologías 
hepáticas puesto que este grupo incluye las entidades clínicas con las que realmente 
se debe hacer el diagnóstico diferencial de (AHA) (absceso hepático piógeno (AHP), 
principalmente) para poder realizar la última fase de la evaluación. El estudio de este 
grupo nos ayudaría a obtener valores reales de sensibilidad, especificidad y valores 
predictivos y nos darían una estimación real de la capacidad discriminatoria de la prue- 
ba para obtener el verdadero valor del área bajo la curva y no el casi ideal que informa- 
mos aquí. 

Summary 

This study was carried out to evaluate the diagnostic efficacy of a serological test for 
amebic liver abscess (ALA) in an endemic amoebiasis area. An enzyme-linked 
immunosorbent assay (ELISA) to detect specific IgG against Entamoeba histolytica 
using a solid phase with high adherent capacity was applied. 
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una región donde la infección por E. histolytica piógenos, 4; cáncer de higado, 1; cirrosis hepá- 
es frecuente. Se utilizó una prueba de ELlSA para tica, 1 ; ictericia obstructiva por colelitiasis, 3). 
la detección de IgG específica en suero, utilizan- Grupo 7:  6 individuos con colitis amebiana diag- 
do una fase "lida una alta capacidad de nosticada clínica y parasitológicamente (presen. 
adherencia. 

cia de trofozoitos hematófaaos de E. histolvtica 
Materiales y métodos 

Diseño 

El diseño corresponde a una fase Ill-IV según la 
clasificación de Nierenberg y Feinstein (13). 

Grupos de estudio 

Se estudiaron 146 personas. El suero obtenido 
de cada una de ellas fue dividido en alícuotas y 
almacenado a -20% hasta su utilización. Adicio- 
nalmente, a los controles sanos se les aplicó pre- 
viamente una encuesta para analizar los ante- 
cedentes de contacto con E histolytica (episo- 
dios pasados de disenteria o colitis amebiana 
crónica) y se les realizó un coprológico seriado 
con el método de concentración de formol-éter. 

Los sueros analizados provenían de los siguien- 
tes grupos de personas: 

Grupo 1: 22 pacientes atendidos en el Hospital 
Universitario Ramón Gonzalez Valencia 
(HURGV) y en el Instituto Nacional de Salud, con 
sospecha clínica y ultrasonográfica de AHA. 

Grupo 2: 30 individuos sanos, sin antecedentes 
de colitis amebiana, cuyo estudio coprológico re- 
sultó negativo para parásitos intestinales. 

Grupo 3: 9 individuos sanos, sin antecedentes 
de colitis amebiana, pero con presencia de quis- 
tes de E. histolytica en el estudio coprológico. 

Grupo 4: 35 individuos sanos, con anteceden- 
tes de colitis amebiana, cuvo estudio coprolóqico 

en las heces). 

ELlSA para detección de IgG específica 
contra E. histolytica en suero 

Antígeno: el antigeno fue preparado por Behring 
lnstitut (Behringwerke AG, Marburg, Alemania) 
utilizando cultivos axénicos de trofozoitos de E. 
histolytica, cepa HK-9, con una concentración fi- 
nal de proteínas de 1 mglmL. 

Procedimiento: siguiendo la técnica general 
descrita por Engvall y Perlmann (1972): 

1. Se utilizaron platos lmmulon 4 (Dynatech 
Laboratories Inc.) como fase sólida (los platos 
lmmulon4 son fabricados en poliestireno rnodifi- 
cado con un tratamiento especial para realzar 
su unión a proteínas). 

Estos platos fueron sensibilizados con 100 u U  
pozo de antígeno diluido en solución tamponada 
de carbonatos 50 mM, pH 93, a una concentra- 
ción de trabajo de 3 uglmL, incubando 2 horas a 
37°C en cámara húmeda. 

2. Se descartó el líquido de los pozos y se reali- 
zaron cinco lavados con solución tamponada de 
fosfatos salinos 30 rnM, pH 7,2, que contenía 
0,05% de Tween 20 (PBST). 

3. El bloqueo de los sitios libres de antígeno en 
la fase sólida se realizó con PBST con albúmina 
de huevo (egg whites, Sigma Chemical Co.) al 
5% incubando 2 h a 37OC en camara húmeda. 

resultó negativo para otrós parásitos intestina- 4, Se lavó nuevamente como en el paso 
les patógenos aparte de E. histolytica. 

5. Las diluciones de los sueros se realizaron en 
Grupo 5: 35 individuos sanos, sin antecedentes PBST albúmina de huevo al 3% (PBSTA) incu- 
de colitis arnebiana, perocon presencia de otros bando uUpozo de la dilución, , a 370C en 
parásitos intestinales en el estudio coprológico camara húmeda a la oscuridad. 
(Blastocystis hominis, Endolimax nana, 
Entamoeba hartmanni, Entamoeba coli, 6. Lavado. 
Chilomastixmesnili, lodamoeba butschlli, Ascaris 7, La dilución de conjugado (anticuerpos de ca- 
lumbr~wides, Trchuris trichiura y uncinaria). bra anti-lgG humana marcados con fosfatasa 
Grupo 6: 9 pacientes del HURGV con patología alcalina, Sigma Chemical Co.) se realizó en las 
hepática diferente al AHA (abscesos hepáticos mismas condiciones de la dilución de suero. 
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8. Lavado 

9. Se agregaron 100 uUpozo del sustrato de la 
enzima (o-nitrofenilfosfato, Sigma Chemical Co.) 
diluido a 1 mglmL en solución tamponada de 
dietanolamina 0,l M, pH 9,8, incubando 25 min a 
27OC. 

10. Se agregaron 50 ullpozo de NaOH 3M. 

11. Las densidades ópticas (DO) se determina- 
ron a una longitud de onda de 405 nm en un 
lector para ELISA, EL301 Bio-tek lnstruments 
Inc.Todas las muestras se procesaron por dupli- 
cado y se utilizó el promedio como dato. 

Titulación de suero y conjugado enzimático 

Usando la concentración de antígeno de 3 ugl 
mL, se realizaron diluciones de suero de 1 :500 a 
1:8.000 y diluciones de conjugado de 1:500 a 
1 :4.000. La óptima dilución de suero y conjuga- 
do enzimático se escogió teniendo en cuenta los 
siguientes criterios: 

1. Nivel de discriminación positivo-negativo: di- 
lución a la cual se obtenían las mayores diferen- 
cias entre las DO del pool de sueros positivos 
(grupo 1) y el pool de sueros negativos (grupo 2). 

2. DO del pool de sueros positivo: dilución que 
daba lecturas aproximadas a 1,5 DO (lector con 
densidades ópticas entre O y 3 ). 

Métodos estadísticos de análisis de datos 

Para comparar las densidades ópticas de los di- 
ferentes grupos, se utilizó la prueba de Kruskal- 
Wallis. Para evaluar si existe una distribución 
bimodal, se realizó una gráfica de distribución 
de frecuencias. El rendimiento global de la prue- 
bafue analizado por medio de las curvas del re- 
ceptor-operador y el área bajo la curva (1 4, 15); 
se realizaron dos curvas, una con los valores ob- 
tenidos y otra con los valores agrupados por 0,05 
de intervalo. 

Resultados 

Optima dilución de suero y conjugado 
enzimático 

Se estableció 1 :1.000 como la óptima dilución 
de suero y conjugado enzimático de la prueba 
teniendo en cuenta que al utilizar estas dilucio- 
nes se obtuvieron lecturas de densidad óptica 
cercanas a 1,5 (1,383 DO) y el nivel de discrimi- 
nación positivo-negativo fue de 1,186 DO sin au- 
mento considerable en la densidad óptica de fon- 
do. 

Distribución de las densidades ópticas en los 
grupos de pacientes 

La distribución de los datos, los valores prome- 
dio de DO y las desviaciones estándar de los 
aruDos estudiados se muestran en el cuadro 1. ~ ~~~~~ ~ 

DO de fondo: dilución que registraba las meno- ExiSte una diferencia significativa en las DO de 
res lecturas de DO en los blancos utilizados para los 7 grupos estudiados (Kruskal-Wallis entre to- 
evaluar las uniones inespecíficas del pool de sue- dos los grupos:p=0,0001); esta diferencia no exis- 
ros positivo y negativo o del conjugado a la fase te cuando, al comparar, se elimina el grupo 1 del 
sólida después del bloqueo o uniones inespecí- análisis (Kruskal-Wallis, exceptuando el grupo 1 : 
ficas del conjugado a componentes antigénicos. p=0,8203). 

Cuadro 1. Densidades ópticas de los diferentes grupos de pacientes. 

Q1 Q2 
- 

Grupo n Min Max Q3 X DE 

7 6 0,046 0.182 0,148 0,159 0,167 01143 0,048 

n: número de pacientes QI: percentil25 Kruskal-Wallis entre todos los grupos: p=0,0001 
Min: dato rninimo en el qrupo Q2: percentil50 Kruskal-Wallis. exceduando el a r u ~ o  1: 0.8203 
Max: dato rnixirno en eigr;po Q3: percentil75 
X: promedio DE: desviación estándar 
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Se pueden definir dos poblaciones según sus ni- Discusión 
veles de IgG específica contra E. histolytica, Debido a la baja sensibilidad de la biopsia o as- 
pacientes con AHA y 10s otros grupos (gráfico 1) piración hepática como prueba de referencia para 
con una distribución bimodal. el diagnóstico de absceso hepático amebiano, 

po 1) y los otras grupos (grupos 2 al 7) en la prueba de Elisa 
para detección de IgG especifica contra E hysfolyfica. 

Capacidad diccriminatoria de la prueba 

En el gráfico 2 se muestra la curva ROC para los 
valores agrupados; el área para esta forma de 
análisis es de 0,9791. El área bajo la curva para 
los datos sin agrupar es igual a 0,9941, dato muy 
cercano al ideal que es 1. 

Ama bsjo la curva ROC = 0.9791 
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Gráfico 2.Curva ROC v área baia la curva Dara las DO de la 

una buena alternativa es la detección de 
anticuerpos séricos IgG contra la ameba por su 
facilidad de detección por las pruebas serológicas 
actuales comparado con la detección de otras 
clases de inmunoglobulinas como IgM o IgE, (4) 
y por su cinética de producción en el transcurso 
de la enfermedad. Estos anticuerpos empiezan 
a producirse intensamente a partir de la primera 
semana de iniciación de los síntomas y sus ni- 
veles se incrementan hasta cuatro semanas des- 
pués del tratamiento. Posteriormente, pueden 
permanecer estables por un largo período de 

VI ..coa oe E sa RqrJpjuas por iIlII> <Ic DO para la oelecc on 
ne anl cJcrpds IijG conlra L. ri.iroylcñ en e o aqr i~s l  c )  nc 

O 1.5 2 nensidaa Optica t i em~o (9 a 15 meses) o declinar lentamente. 

~ ~ 

absceso hepático arnebiano. 

,~~~~ 
pronóstico, indicativo de persistencia o 
recurrencia del absceso (1 1). 

Sin embargo, cualquier pruebaserológica requie- 
re de una cuidadosa estandarización y evalua- 
ción de resultados para garantizar su real 
aplicabilidad en el diagnóstico de la enfermedad 
y una interpretación adecuada de sus resulta- 
dos. 

En la estandarización de esta prueba de ELlSA 
para la detección de anticuerpos séricos IgG es- 
pecíficos contra E. histolytica, utilizamos una fase 
sólida con alta capacidad de adherencia con el 
objetivo de aumentar el nivel de captación del 
antígeno y así aumentar la detección de 
anticuerpos. Sin embargo, al usar esta clase de 
platos de microtitulación se presentaron varios 
inconvenientes principalmente en el paso de blo- 
queo de los sitios libres de antígeno (este blo- 
queo se realiza para disminuir las uniones 
inespecíficas del suero y conjugado a la fase 
sólida). Utilizando albúmina bovina (Sigma 
Chemical Co.) o leche descremada (skim milk, 
Difco Laboratories) a una concentración de 2 a 
6% se presentaban altas lecturas de densidad 
óptica de fondo (DO de los blancos). Finalmen- 
te, usando albúmina de huevo se pudieron ob- 
viar estos inconvenientes; las lecturas de los blan- 
cos fueron cercanas a O y se detectaron 21122 



pacientes con sospecha de AHA. El único pa- 
ciente que presentó lecturas cercanas a O (0,199 
DO) en esta prueba de ELISA-lgG era un pa- 
ciente de 57 años de edad, de sexo masculino, 
quien presentaba un absceso hepático único de 
7 centímetros de diámetro mayor en el lóbulo de- 
recho que respondió al tratamiento con 
metronidazol y no presentaba factores de riesgo 
para AHP (1 6). Entonces, se recomienda la utili- 
zación de esta fase sólida teniendo en cuenta la 
importancia de la fase de bloqueo con albúmina 
de huevo. 

Para la selección de las diluciones óptimas de 
suero y conjugado enzimático, además del nivel 
de discriminación positivo-negativo y de la DO 
de fondo en cada una de las diluciones, se tuvo 
en cuenta que la DO del pool de sueros positivo 
fuera aproximadamente la mitad del rango de DO 
detectado por el equipo (O a 3, 1,5), una carac- 
terística importante para evaluar en futuros tra- 
bajos si existe alguna correlación entre los nive- 
les de IgG específica y la severidad de la enfer- 
medad puesto que por esta técnica se puede de- 
tectar un amplio rango de niveles de esta 
inmunoglobulina (17). 

Además, el procedimiento fue estandarizado para 
realizarlo completamente en aproximadamente 
7 horas (un Elisa convencional dura aproxima- 
damente 26 horas, incluyendo la sensibilización 
de la fase sólida con el antígeno) lo cual podría 
permitir su aplicación en urgencias hospitalarias. 

Así mismo, se debe ampliar la cantidad y el es- 
pectro de pacientes en el grupo 6 puesto que 
este grupo incluye las entidades clínicas con las 
que realmente se debe hacer el diagnóstico di- 
ferencial de AHA (AHP, principalmente) para po- 
der realizar la fase V de la evaluación (13). En 
esta fase se deben evaluar otras enfermedades 
diferentes a AHA (entidades clínicas cuyas ca- 
racterísticas clínicas sean semejantes a la en- 
fermedad estudiada, por ejemplo, AHP, carcino- 
ma hepático, hepatitis viral, cirrosis) y otras enti- 
dades aue ~uedan  ser interferentes ~otenciales , . 
de la prueba. En ninguno de los artíchlos revisa- 
dos donde se evalua una prueba para el diag- 
nóstico de AHA, se incluye un grupo significativo 
de estos pacientes (3, 4, 7-9, 18) exceptuando 
el estudio revisado por Shenai y col. (10) en el 
cual se incluyen 6 pacientes con absceso hepá- 
tico piógeno, 6 pacientes con hepatitis y 11 pa- 
cientes con hepatocarcinoma. Con este tipo de 
pacientes, se podrían obtener valores reales de 
sensibilidad, especificidad y valores predictivos 
y nos darían una estimación real de la capaci- 
dad discriminatoria de la prueba para obtener el 
verdadero valor del área bajo la curva y no el 
casi ideal que informamos aquí. 

Este trabajo representa un estudio preliminar en 
la evaluación de una prueba diagnóstica para 
absceso hepático amebiano que debe 
continuarse, ampliando el espectro y número de 
pacientes en los diferentes grupos. Una vez eva- 
luada la ~rueba.  se oodría realizar un estudio 

~ - - 

La evaluación de la prueba se encuentra en fase buscando la corrklacikn entre los niveles de IgG 
Ill-IV según la clasificación de Nierenberg y especifica y la severidad del absceso en la bús- 
Feinstein (13) en la cual la prueba diagnóstico queda de indicadores de pronóstico de la enfer- 
es evaluada en un amplio espectro de casos de medad y su seguimiento. . 
la enfermedad (el grupo 1 incluía pacientes con 
AHA de distintos grados de severidad) y perso- Agradecimientos 

nas completamente sanas (grupos 2, 3, 4 y 5) o 
aquellas que han tenido contacto con E. 
histolytica (grupos 3, 4 y 7). Se determinó que 
las infecciones intestinales por esta ameba (aun- 
que en el grupo 3 puede haber individuos infec- 
tados con E. dispar) no presentan niveles 
detectables de IgG especifica contra E. histolytica 
por esta prueba. Sin embargo, es importante 
ampliar la cantidad de personas estudiadas en 
estos grupos. 

El presente trabajo fue realizado con aportes de 
la Dirección General de Investigaciones, la Es- 
cuela de Bacteriología y el Laboratorio de Inmu- 
nología de la Facultad de Salud de la Universi- 
dad Industrial de Santander. Agradecemos al 
doctor R.S. Nicholls del Laboratorio de Parasitolo- 
gía del Instituto Nacional de Salud y al personal 
del Hospital Ramón GonzálezValencia de la ciu- 
dad de Bucaramanga por proporcionarnos las his- 
torias clinicas y los sueros para los grupos 1 y 6. 
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