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RESUMEN

Introduccion: En Espafia se esta detectando un aumento de la amebiasis en personas sin antecedentes de
viajes o que no proceden de zonas endémicas.
Material y métodos: En este trabajo se presentan 2 nuevos casos de absceso hepatico amebiano (AHA)
autdctono y se revisan otros 21 casos de AHA descritos con anterioridad en Espafia en pacientes que nunca
habian salido de la Peninsula Ibérica. Ademas, se describe una técnica molecular de reaccién en cadena de
la polimerasa para el diagnéstico de Entamoeba histolytica.
Resultados: Veinte casos (87%) se dieron en varones. La edad de los enfermos vari6 entre 26 y 77 afios. Dos
de las 3 mujeres con amebiasis extraintestinal tenian el virus de la inmunodeficiencia humana. En 17
individuos no se encontraron datos de exposicion a los que se les pudiera atribuir el contagio de la
infeccion. En los 6 restantes se registraron antecedentes de contacto directo con enfermos de amebiasis o
con personas o alimentos sospechosos procedentes de zonas endémicas.
Discusién: La infeccion por E. histolytica se esta convirtiendo en una infeccién emergente en el medio. La
amebiasis deberia considerarse en el diagnostico diferencial de entidades clinicas compatibles, incluso en
ausencia de antecedentes epidemioldgicos de viajes o inmigracion. Las nuevas técnicas diagndsticas
moleculares pueden ayudar a caracterizar esta infeccion y deben considerarse métodos de referencia junto
con las pruebas serologicas.
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Autochthonous amebic liver abscess in Spain: An emerging disease? Case report
and description of a PCR-based diagnostic test

ABSTRACT

Introduction: In Spain an increase in cases of amebiasis has been detected in patients with no history of
traveling to, or immigration from, endemic areas.
Material and Methods: This study describes two new cases of amebic hepatic abscess due to native
protozoa and reviews 21 more cases of amebic hepatic abscess reported in Spanish patients who had never
left the Iberian Peninsula. In addition, a new PCR-based technique for diagnosing Entamoeba histolytica is
described.
Results: Twenty cases (87%) occurred in men. The age range of the affected patients was 26 to 77 years.
Two of the 3 women with extraintestinal amebiasis were HIV-positive. There was no history of exposure to
the parasite in 17 cases. In the remaining 6 cases, direct contact with patients affected with amebiasis or
with individuals or foods from endemic areas was recorded.
Conclusion: Entamoeba histolytica infection is becoming an emerging disease in our country. Amebiasis
should be included in the differential diagnosis of consistent clinical entities even when there is no
background of traveling or immigration. New molecular diagnostic tools can help to characterize this
infection and should be considered reference techniques in combination with serological methods.
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Introduccion

La amebiasis es la infeccion por Entamoeba histolytica, un
protozoo capaz de invadir la mucosa intestinal y diseminarse a
otros 6rganos, principalmente el higado. Se estima que afecta en el
mundo a aproximadamente 50 millones de personas y es causante
de unas 100.000 muertes al afio’. En la mayoria de los paises de
Europa y América del Norte, esta parasitosis ha sido practica-
mente erradicada tras las mejoras de las infraestructuras de aguas
potables y residuales que se realizaron en el siglo pasado. En estos
paises, la mayor parte de los casos son importados, y afectan a
viajeros e inmigrantes procedentes de zonas endémicas?.

En los Gltimos afios se ha detectado un aumento en el niimero
de casos de absceso hepatico amebiano (AHA) en pacientes que no
han salido de Espafia~1°. En el afio 2005 se publicé un estudio que
recogi6 10 de estos casos'!.

En este trabajo se describen 2 nuevos casos de AHA en
pacientes que nunca habian salido de la Peninsula Ibérica, se
revisan los 21 casos descritos con anterioridad en Espafia y se
analiza su epidemiologia asi como las técnicas utilizadas en el
diagnoéstico microbiologico. Ademas, se describe una técnica
molecular de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) para la
deteccién de E. histolytica, puesta a punto en el Laboratorio de
Parasitologia del Centro Nacional de Microbiologia, que se emplea
en el diagnoéstico de la amebiasis extraintestinal.

Material y métodos

Revision de la literatura médica y descripcion de 2 nuevos casos de
absceso hepatico amebiano

Se realizd una revision de la literatura médica mediante una
bisqueda en MEDLINE (URL: www.pubmed.gov), para esto, se
introdujeron las palabras clave: «absceso hepatico», «amebiasis»,
«autéctono» y «Espafia». Asimismo, se incluyeron los datos
clinicos y microbiolégicos de 2 nuevos casos de AHA, diagnosti-
cados en el hospital Gregorio Marafion de Madrid en 2006 y 2007,
en pacientes que nunca habian salido de la Peninsula Ibérica.

Descripcion de la técnica de diagnoéstico molecular basada
en la reaccion en cadena de la polimerasa

La técnica molecular se utiliz6 en el diagnoéstico de la
amebiasis extraintestinal segiin el siguiente protocolo:

Extraccion de ADN: la extraccion del acido desoxirribonucleico
(ADN) de la muestra obtenida por puncién-aspiracion del absceso
hepatico se realizé6 con un método comercial QIJAamp DNA Mini
Kit (QIAGEN, Hilden, Germany) de acuerdo con las recomenda-
ciones del fabricante. Técnica de amplificacion: se utiliz6 una
técnica de nested PCR (PCR anidada), que emplea como diana
el gen SSUrDNA del parasito. En la primera reaccién se usaron los
iniciadores, descritos previamente por Evangeloupulos'?, E1 (5'-
TGC TGT GAT TAA AAC GCT-3") y E2 (5'-TTA ACT ATT TCA ATC TCG
G-3'), que permiten amplificar un fragmento de 1.076 de pb. En la
segunda amplificacion, se emplearon unos iniciadores especificos
para E. histolytica, Eh-1 (5'-ACA TTT TGA AGA CTT TAT GTA AGT A-
3') y Eh-r (5-CAG ATC TGA AAA CAA TGC TTC TCT-3') y se obtuvo
un producto de amplificacion de 427 pb. La primera PCR se llevo a
cabo con 3 pl de ADN en un volumen final de 50 pl. La mezcla de la
reaccion incluyé tampoéon 10X de PCR (75mM [pH 9.0] de
trometamol, acido clorhidrico, 50mM de cloruro de potasio,
20mM de sulfato de amonio, 20mM de cloruro de magnesio),
200 uM de desoxinucleoétido trifosfato, 12,5 pmol de cada iniciador
y 125U de Thermus thermofilus ADN polimerasa. Todos los

reactivos utilizados fueron adquiridos a Biotools (BIOTOOLS B&M
Labs., S. A., Espafia). Respecto a las condiciones de PCR, se realizd
una preincubacion a 94 °C seguida de 45 ciclos de desnaturaliza-
cion a 94 °C durante 30 s, de anillamiento a 47 °C durante 30 s, y
de extensién a 58 °C durante 30 s, se finalizé con una extension
final a 72 °C durante 10 min.

La segunda PCR se llevo a cabo con 5l del producto de la
primera PCR y el resto de las condiciones son similares a las
descritas para la primera reaccion, excepto la temperatura de
anillamiento, que fue de 60°C. Los cebadores usados fueron
sintetizados por Sigma-Genosys (Londres, Reino Unido).

Los productos de PCR se visualizaron tras someterlos a
electroforesis en gel de agarosa al 2% en tampéon TBE 1X y tincion
con bromuro de etidio. Para observar los amplicones se emple6 un
transiluminador, GEL Doc 2.000 (Bio-Rad), mediante el programa
Quantity One 4.4.0 (Bio-Rad).

La sensibilidad de la PCR se determind con ADN obtenido a
partir del cultivo axénico de la cepas de E. histolytica HM-1: IMSS,
cedido por cortesia del Dr. Graham Clark (The London School of
Hygiene & Tropical Medicine, Londres, Inglaterra). El estudio de
especificidad de la técnica se realiz6 con el ADN extraido de 15
abscesos hepaticos no amebianos.

Resultados
Descripcion de los 2 nuevos casos de absceso hepatico amebiano

Caso 1. Paciente de 35 afios que acudié a urgencias por un
cuadro de diarrea de 2 meses de evolucion de hasta 20
deposiciones diarias blandas y sanguinolentas, fiebre, dolor en
fosa iliaca y pérdida de 5 kg de peso. Ni el paciente ni su familia
habian viajado fuera de la Peninsula Ibérica. Residia en zona
urbana y negaba actividades sexuales u otros factores epidemio-
logicos de riesgo de gastroenteritis infecciosa. El enfermo
presentaba al ingreso una temperatura de 38,8 °C, hepatomegalia
discreta, leucocitosis y ligera alteracion de las enzimas hepaticas.
En la tomografia computarizada (TC) abdominal se observd
engrosamiento de hasta 12 mm de la pared del ileon terminal y
del colon ascendente, con liquido libre. En el segmento vi del
higado se observo un absceso de 7 cm de diametro. Al ingreso del
paciente se sospeché enfermedad inflamatoria intestinal y
absceso hepatico secundario. Los coprocultivos y el examen de
parasitos en heces fueron negativos. La deteccion de anticuerpos
frente a E. histolytica se llevd a cabo mediante una técnica de
hemaglutinacion (Cellognost-Amebiasis, Dade Behring, Marburg,
Alemania) y se obtuvo un titulo de 1/512. El segundo dia de
ingreso se drend el absceso y su examen microscopico fue
negativo. Se remiti6 una muestra del drenaje del absceso al
Servicio de Parasitologia para su analisis mediante la técnica de
PCR (fig. 1). El paciente evolucioné favorablemente de los
sintomas gastrointestinales y sistémicos al recibir tratamiento
con metronidazol (750 mg cada 8 h durante 10 dias), tratamiento
que se completb con paromomicina (500 mg 3 veces al dia durante
una semana).

Caso 2. Var6n de 51 afios de edad que acudid a urgencias por
presentar astenia, anorexia y dolor abdominal difuso, junto con
nauseas y fiebre de 7 dias de evolucion sin alteracion del transito
gastrointestinal. El paciente estaba febril y sin alteraciones
analiticas de interés. Se practicd una ecografia seguida de una
TC abdominal y se detectaron multiples lesiones hepaticas
presentes, hipodensas y con alto componente necrético (fig. 2),
engrosamiento mural del colon ascendente con cambios inflama-
torios de la grasa adyacente, y una formacion endoluminal en polo
cecal, con adenopatias en la region pericecal y el area iliaca, todo
esto indicativo de la sesion tumoral metastatizada. Se realiz6 una
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Figura 1. Electroforesis en gel de agarosa teflido con bromuro de etidio de los
amplificados de la reaccion en cadena de la polimerasa anidada. Calle 1: muestra
de un absceso no amebiano; calle 2: muestra del absceso del caso presentado; calle
3: control negativo; calle 4: control positivo de Entamoeba histolytica; calle 5:
marcador de peso molecular.
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Figura 2. Imagen de scanner abdominal al ingreso en el que se aprecian abscesos
hepaticos mltiples.

hemicolectomia derecha, se realizaron biopsias de miltiples
adenopatias y se extrajo el material purulento de las lesiones
hepaticas que se envié para cultivo y examen histologico. En la
pieza de colectomia se observaron trofozoitos y quistes de amebas
con tincion de hematoxilina-eosina. En 3 ocasiones se realizaron
punciones percutaneas de los abscesos hepaticos sin que se
observasen microorganismos en las tinciones ni en los cultivos. La
deteccion de anticuerpos frente a E. histolytica se realiz6 mediante
una técnica de hemaglutinaciéon (Cellognost-Amebiasis) y se
obtuvo un titulo de 1/4096. Reevaluados los antecedentes
epidemioldgicos, el paciente neg6 haber viajado fuera de Espaia.
No obstante, hasta 6 semanas antes de su ingreso en el hospital,
habia estado en un centro penitenciario durante 3 afios acompa-
fiado de una alta proporcion de poblacion extranjera y alli habia
mantenido relaciones con prostitutas africanas y sudamericanas;
nego relaciones sexuales con varones. La evolucion de la fiebre fue
torpida y persistio con picos intermitentes durante mas de 35 dias.
Se traté la amebiasis con metronidazol en dosis de 750 mg cada
8h y paromomicina en dosis de 500mg 3 veces al dia (ambos
durante una semana), seguidas de cloroquina en dosis de 300 mg/
dia durante 5 semanas.

Revision de la literatura médica

Con los casos descritos en el apartado precedente, se han
reunido un total de 23 pacientes con AHA adquirido en Espafia.
Los datos epidemiologicos mas destacados se muestran en la
tabla 1. Veinte casos (87%) se dieron en varones. La edad de los
enfermos varié entre 26 y 77 afios. Dos de las 3 mujeres con
amebiasis extraintestinal tenian el virus de la inmunodeficiencia
humana. En 17 individuos no se encontraron datos de exposicion a
los que se les pudiera atribuir el contagio de la amebiasis. En los 6
restantes se registraron antecedentes de contacto directo con
enfermos de amebiasis o con personas o alimentos sospechosos
procedentes de zonas endémicas.

Respecto a los métodos de diagnostico microbiolégico, en 19
casos la serologia fue positiva, en 3 casos se observaron quistes de
amebas en heces y en 6 enfermos (de los 13 en los que se
investigd) se observaron trofozoitos de E. histolytica en el pus del
absceso. Debe destacarse que en los 2 casos diagnosticados en
2007 se empled la técnica molecular de PCR (descrita en el
apartado anterior) a partir del material del absceso. En 2 de los
enfermos no hay informacion sobre la técnica diagnostica
utilizada. En cuanto a la fecha de los casos, hay que resaltar que
desde 1985 hasta 1997 se describieron 6 casos de AHA en
esparioles sin antecedentes de viaje a areas endémicas: 4 en 1985,
uno en 1991 y otro en 1995. En los Gltimos 10 aflos se han
publicado 17 casos, y 9 de éstos en los Gltimos 4 afios, lo que
parece indicar un aumento en la prevalencia de esta infeccion.

Técnica de la reaccion en cadena de la polimerasa

Los resultados obtenidos con la PCR anidada al analizar
cantidades decrecientes de ADN de E. histolytica procedente de
un cultivo axénico pusieron de manifiesto que la Gltima dilucion
de ADN detectada fue la equivalente a 0,001 parasitos. En cuanto
al estudio de especificidad, no se obtuvo producto de amplifica-
cién al analizar mediante PCR anidada las muestras de abscesos
hepaticos no amebianos.

Discusion

Los casos comunicados y la revision realizada obligan a incluir
a la amebiasis entre las enfermedades potenciales de pacientes
que nunca han salido de Espaiia, e indican un aumento reciente de
esta entidad en el medio.

El fenémeno migratorio,y los intercambios comerciales son
factores que pueden influir en la distribucion global de determi-
nados agentes infecciosos. Segtn el informe de 2007 de la Oficina
Regional para la Inmigracion de la Comunidad de Madrid (OFRIM),
un 15,8% de la poblacion empadronada en la Comunidad de
Madrid es extranjera. De ésta, el 42,6% procede de Sudamérica y el
12,0% procede de Africa (ireas endémicas de infecciones, entre las
que se encuentra la amebiasis). Muchos de estos inmigrantes
trabajan en la horticultura intensiva (en ocasiones acomodados en
infraviviendas), en la manipulacioén de alimentos, en la hosteleria
y en el servicio doméstico.

Si se tiene en cuenta lo anterior, resulta tentador asociar tanto
el fendmeno migratorio como la importacion de alimentos desde
zonas endémicas a los casos autdctonos de amebiasis detectados
en Espafia en los ultimos afios. No obstante, tampoco debe
descartarse que algunas de estas infecciones sean genuinamente
autoctonas, dado que este parasito es cosmopolita y puede
persistir en zonas con condiciones higiénicas deficientes. Es
prudente prever que la amebiasis autéctona va a convertirse en
una infeccién mas frecuente de lo que ha sido hasta la fecha, ya
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Tabla 1

Caracteristicas de los casos de absceso hepatico amebiano autdctonos descritos en Espaiia

Afio (referencia) Sexo/edad en afios Antecedentes epidemioldgicos Serologia Observacion en heces Observacion en el pus del absceso
1985(11) V/30 No HAI 1/1.280 No NR
1985(11) V/69 No NR No Si
1985(11) v Si® - - -
1985(11) V/50 No HAI + No No
1991(11) V/31 Si® IFI 1/4.100 Si Si
1995(11) v Si€ - - -
1997(5) M/(28-58) No HAI 1/2.048 Si NR
1999(11) V/26 No IFI 1/1.100 No -
1999(5) V/(28-58) No HAI 1/2.048 No NR
2000(10) V/36 No ELISA Positivo - No
2000(11) \ei No HAI 1/1.280 No Si
2001(5) M/(28-58) No HAI 1/512 Si Si
2001(5) V/(28-58) No HAI 1/2.048 No NR
2002(9) V|72 No IFI 1/100 No Si
2004(11) V/54 No HAI 1/2.560 No NR
2004(6) V(48) No AL Negativo No Si
2004(7) V(38) sid HAI Positivo No NR
2004(8) V(54) No HAI 1/2.560 No No
2005(11) V/48 Si® IFI 1/640 No NR
2005(3) V(69) No IFI 1/1.024 No No
2007(4) M(61) No ELISA 2,02 No No
2006 V (51) Si® HAI 1/4096 No No
2007 V (35) No HAI 1/512 No No

AL: aglutinacion con latex; ELISA: enzimoinmunoanalisis de adsorcion; HAI: hemaglutinacion indirecta; IFI: inmunofluorescencia indirecta; M: mujer; NR: no realizado; V:

varén; -: sin datos.
@ Relaciones sexuales con varon sudamericano.
b Convivencia con enfermo de amebiasis.
¢ Comerciante de frutas tropicales.
4 Convivencia con sudamericana.
€ Sexo con prostitutas sudamericanas y africanas.

que los fendmenos migratorios y el comercio a escala global no
dejan de crecer.

En muchas ocasiones, la amebiasis intestinal es una infeccion
asintomatica, que pasa desapercibida en poblacién inmigrante, lo
que permite que aumente la circulacion del parasito en el medioy,
por tanto, la probabilidad de contagio. Ante esta nueva perspec-
tiva, los procedimientos diagnosticos que se usan para detectar la
amebiasis en Espafia deberian ser reconsiderados. En primer lugar,
debe incluirse en el diagndstico diferencial de cuadros clinicos
compatibles. En cuanto al diagnéstico microbioldgico, es necesa-
rio utilizar herramientas que permitan identificar con fiabilidad
las infecciones importadas que, hasta hace unos anos, eran poco
comunes en Espafia. Para la deteccion del AHA en el laboratorio, la
microscopia es una técnica de baja sensibilidad'®. Sin embargo, las
técnicas de PCR (como la descrita en este trabajo) tienen una
elevada sensibilidad y especificidad para la deteccion de esta
parasitosis. La sensibilidad de la técnica de PCR para la
amplificacion del ADN de E. histolytica a partir de la muestra
obtenida por puncién-aspiracion del absceso hepatico es cercana
al 100%'*15, También se han utilizado otras muestras, como
sangre, orina y heces, aunque con una sensibilidad muy inferior’®,
Las técnicas serologicas presentan una sensibilidad y especificidad
aceptables, pero hay que destacar que en inmigrantes de zonas
endémicas de amebiasis, el resultado de la serologia no tiene valor
diagnostico, ya que los anticuerpos pueden persistir durante afios
tras una infeccion. Por tanto, en el caso de emplear una técnica
seroldgica, el diagnostico debe confirmarse por otro método
(como los basados en la PCR), especialmente en la poblacion que
ha residido largos periodos de tiempo en zonas endémicas. Otro
inconveniente de la serologia son los falsos negativos debidos a la
existencia de un periodo ventana en las primeras etapas de la
enfermedad!”'8.

Para concluir, la infeccién por E. histolytica estd aumentando en
prevalencia en los Gltimos afios. Deberia tenerse presente desde el

punto de vista clinico y microbiolégico en entidades compatibles,
incluso en ausencia de antecedentes epidemiologicos de posible
contacto con el parasito. Las técnicas basadas en la biologia
molecular, disponibles en centros de referencia, presentan mayor
fiabilidad que los métodos microscopicos de diagnoéstico, por lo
que se recomienda su uso en el diagnostico de la amebiasis en
Espafia'®2°,
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