Diagnéstico de absceso hepatico amibiano
por prueba de difusién en agar:

un método simple y eficiente

con antigeno no axénico
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El diagnéstico de absceso hepatico amibiano (AHA), una
enfermedad comin en muchos paises en desarrollo, es dificil
con mucha frecuencia porque la aspiracién de tejido hepatico,
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particularmente en adultos, es un procedimiento terapéutico
mas que una herramienta de diagnéstico!"3. Si tiene indica-
cién, se debe efectuar con cuidado para evitar infecciones
bacterianas y si el absceso esté en el l6bulo izquierdo, hay que
tomar precauciones adicionales?>3. Cuando se realiza este
procedimiento, el examen del pus es por lo general negativo
para trofozoitos de E. histolytica. Por estas razones, se han
empleado varias pruebas seroldgicas para ayudar en el diag-
néstico de esta afeccién: hemoaglutinacién indirecta (HI)*~>,
difusién en gel de agar (DGA)®-7, contra-electroforesis
(CEF)8: 9, inmunofluorescencia (IF)!° y ELISA (enzyme
linked immunosorbent assay)!!-14. Todas estas pruebas han
demostrado ser dtiles en el diagnéstico de AHA, aunque los
resultados positivos pueden indicar infecciones remotas con
anticuerpos de larga persistencia. Sin embargo, debido a falta
de fondos, de equipo o de personal entrenado, estas pruebas
que incluyen los juegos de reactivos comerciales, no se
emplean en la mayoria de los paises en desarrollo.

El propésito del presente estudio fue comparar dos antigenos
solubles de E. histolytica, uno preparado en Cali a partir de
amibas de un portador afsintoméitico, en medio modificado de
Boeck y Drbohlav con flora fecal y otro que se hizo con E.
histolytica cultivada axénicamente (libre de bacterias). Para
determinar la sensibilidad y la especificidad de ambos anti-
genos y de las pruebas, se emplearon sueros humanos previa-
mente examinados por HI para amibiasis.

MATERIALES Y METODOS

Antigeno. Los quistes de E. histolytica se obtuvieron en
Cali, Colombia, de solamente una muestra fecal de un por-
tador asintomético. Alrededor de 1 g de heces frescas se diluy6
en 10 ml de agua corriente y esta mezcla se centrifugé a2 500
rpm durante 1 minuto. El sedimento con los quistes maduros
se inocul6 en tubos con medio modificado de Boeck vy
Drbohlav!s. El desarrollo de los trofozoitos en este medio
alcanzé su maximo a las 48 h de incubacién a 37°C. Entonces
se eligié este periodo para cosechar los trofozoitos con el
siguiente procedimiento: se suspendieron las amibas en 50 ml
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de solucién de Locke, se lavaron 3 veces y se concentraron por
centrifugacion a 2 500 rpm por 10 minutos. El sedimento
obtenido se resuspendi6 en 2 6 3 veces su volumen en solu-
ci6n de Locke y los trofozoitos se contaron en un hemocit6-
metro. La suspensién amibiana se congelé y descongelé 3
veces para centrifugarla luego a 15 000 rpm a 0°C durante 30
minutos. El sobrenadante se liofiliz6 y se almacené a —20°C
hasta su empleo. Cuando fue necesario, este antigeno se
diluy6 en agua destilada estéril para obtener una concentra-
ci6n equivalente a 10 x 10° trofozoitos por ml.

El segundo antigeno lo proporcioné el Centro para el Control
de Enfermedades de Estados Unidos de Norteamérica (CDC,
Atlanta). La cepa HK-9 de E. histolytica se cultivé en medio
axénico. Este antigeno es el mismo que se emplea en el

CDC para la prueba de HI.

Difusién en gel de agar. La DGA se realizé en cajas de Petri
de 10 x 10 segiin la descripcién de Ouchterlony!¢. El orificio
central, con un didmetro de 3 mm, se llen6 con 20 ul de anti-
geno, mientras los 6 orificios periféricos (2.5 mm de dia-
metro) se llenaron con 15 ul de suero del paciente sin diluir.

Las pruebas se leyeron a las 24 y 48 h.

Sueros y pacientes. Entre mayo de 1977 y octubre de 1981
se colectaron 28 muestras de suero de pacientes en el Hospital
Universitario del Valle (HUV) en Cali, Colombia. De los 28
pacientes, 22 se consideraron como casos altamente probables
de AHA, mientras que en 6 se diagnosticaron otras enferme-
dades. De los 22 pacientes con AHA muy probable, a 16 se les
hizo centelleografia de higado que demostré una masa hepa-
tica en 13; el resultado fue dudoso en 2 y negativo en 1.
Ademés, en 13 personas con AHA una puncién de la. masa
hepatica produjo un pus con el aspecto caracteristico de
“pasta de anchoa’ en 11. La totalidad de los 22 enfermos tenia
una historia tipica de AHA y hubo una mejoria clinica
marcada luego del tratamiento antiamibiano. En los 6 indi-
viduos restantes, originalmente considerados como casos cli-
nicos compatibles con AHA, luego de otros estudios se iden-
tificaron las siguientes entidades: anemia falciforme, hepa-
titis viral, neumonfa, colecistitis, sprue tropical y empiema
pleural sin evidenciade AHA. No respondieron al tratamiento
con metronidazol y los resultados de la prueba de HI, que
llegaron luego que los pacientes habian sido dados de alta,
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fueron negativos a excepcién de uno. Ademas, también se
examinaron por DGA 10 sueros de personas sanas sin his-
toria de absceso hepéatico o disenteria.

RESULTADOS

Los resultados de las pruebas serolégicas se resumen en el
Cuadro 1. Se obtuvieron idénticos resultados con los dos
antigenos empleados en la DGA: 19 (86.5%) de los 22 sujetos
con AHA fueron positivos; por otro lado, la prueba de HI fue
positiva en 21 (95.5%). No obstante la diferencia entre la
sensibilidad de HI y DGA utilizando la prueba de Mc Nemar
no fue estadisticamente significativa. El caso de anemia falci-
torme fue positivo con titulo alto para HI (1:512). Un
entermo con AHA fue negativo tanto para la DGA como en la
HI. Dos pacientes con AHA fueron positivos en HI pero
resultaron negativos con la DGA. No se observaron falsos

positivos en la prueba de DGA.
DISCUSION

Los resultados obtenidos en el presente estudio sobre la
prueba de difusién en gel de agar efectuada con antigeno de E.
histolytica producido localmente, empleando el medio modi-
ficado de Boeck y Drbohlav contaminado con microbios para
cultivar amibas, no fueron diferentes de los obtenidos en
estudios paralelos con un antigeno producido a partir de E.

~histolytica en un medio axénico (libre de gérmenes).

En este dltimo tipo de medio se puede obtener una gran
cantidad de trofozoitos y por tanto de antigeno de una sola
vez. La falta de contaminacién microbiana deberia disminuir
tedricamente la tasa de reacciones falsas en las pruebas
serolégicas. Sin embargo, en la comparacién de los dos anti-
genos, la especificidad y la sensibilidad resultaron iguales,
aunque la sensibilidad de la DGA fue mas baja que la obtenida

con la HI (86.5% contra 95.5%).

A pesar de esta limitacién, los autores creen que en los paises.
en desarrollo donde los recursos econémicos son bajos y los
equipos comerciales resultan caros, la obtencién de un anti-
geno conseguido por cultivo de E. histolytica local en medio
modificado de Boeck y Drbohlav podria ser una herramienta
atil adicional para ayudar al clinico en el diagnéstico de
abscesos hepaticos amibianos. Ademas, el bajo costo de esta

Cuadro 1
Comparacién de Tres Procedimientos Serolégicos en el Diagnéstico de Absceso Hepatico.

Cali, Colombia

Prueba de difusién en agar con antigeno de

Medio mod ificado B-D*

Positivo Negativo
Pacientes "No. [7A No. /A

Absceso hepético amibiano 19  86.5 3 13.5
(n = 22)

Otras enfermedades 0 0 6 100.0
(n = 6)

Controles sanos 0 0 10 100.0
(n = 10)

*B-D = Boeck y Drbohlav.
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Hemoaglutinacién
Medio axénico indirecta
Positivo Negalivn Positivo Negativo
No. Yo No. (7 No. To No. To
19 36.5 3 i35 21 05.5 | 4.5
0 0 6 100.0 | 16.7 5 33.3
) 0 10 100.0 No se hizo
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técnica puede constituir una ventaja en el desarrollo de
encuestas epidemioldgicas.

En la presente evaluacién la sensibilidad de la prueba es
similar a los resultados obtenidos por otros autores. Patterson
y col.)” comunicaron 95% de positividad en pacientes con
AHA al emplear DGA o HI. Powell y col.!® encontraron
anticuerpos contra E. histolytica en 96% de 360 pacientes
con AHA comprobado y en 90% de 168 individuos con AHA
diagnosticado mediante DGA. Saravia y col.!® encontraron
resultados similares en un estudio llevado a cabo en Cali,
Colombia.

Quizis debido en parte al nimero reducido dé individuos
estudiados no se obervé ningan resultado falso positivo entre
controles sanos o pacientes con diagnéstico diferente a AHA
con la DGA, mientras que en los estudios que se mencionaron
antes si tenian resultados de falsos positivos que variaban de 0
a 16%, segin las condiciones consideradas. Como la serologia
registra tanto infecciones previas como actuales, no es sor-
prendente observar una baja tasa de discrepancia entre el
diagnéstico clinico y la serologia. Sin embargo, cuando se
evalie el diagnéstico clinico de un absceso hepatico amibiano,
es de utilidad disponer de una prueba serolégica, teniendo en
cuenta que ultimamente los criterios clinicos deben deter-
minar el tratamiento.

SUMMARY
The agar gel diffusion (AGD) was performed in 38 persons

using an antigen obtained from E. histolytica trophozoites
cultured directly from feces in Boeck and Drbohlav disphasic
medium microbially contaminated. Twenty two of 38 persons
had clinically proven amoebic liver abscess (ALA), 6 had
other diseases and 10 were healthy controls. The test was
positive en 19 (86.5%) of the 22 patients with ALA. The six
patients with other diseases and 10 healthy controls were
negative.

Identical AGD results were obtained with an antigen prepared
from amebae grown in axenic medium. Sera were also studied
with indirect hemoagglutination (IHA) test, which was insig-
nificantly more sensitive but less specific than AGD (IHA
sensitivity: 95.5%). A patient with sickle-cell anemia, but
with no evidence of ALA resulted positive with IHA and
negative with AGD. No false positive results were observed
using AGD. Perhaps the most important consideration of the
reported experience is that antigen obtained from E. his-
tolytica trophozoites grown in Boeck and Drbohlav diphasic
medium in the presence of intestinal flora, proved efficient
and reliable in AGD test employed as a serodiagnostic aid for
amoebic liver abscess.

In addition, the low cost and simplicity are also advantages of
the described AGD test. The authors believe that this test
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provides an alternative serodiagnostic approach accessible to
laboratories and clinicians responsible for diagnosing
amoebic liver abscess and other invasive forms of amebiasis in
developing countries, where commercial kits have proven too
expensive or are unavailable.
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