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l. R E S U M E N 

Se estandarizó la t~cnica de an~lisis inmunoenzimático 

(ELISA) para estudiar los niveles de IgG e IgM espec1ficos en 

37 sueros de pacientes adultos y de dos niños con dignóstico 

confirmado de absceso hepático arnibiano, con tiempo de evolu

ci6n entre una y tres semanas. Asimismo se estudiaron 197 

sueros de adultos voluntarios aparentemente sanos. Por otro -

lado se analiz6 una pequeña muestra de la poblaci6n de Cadere~ 

ta Qro. dividi~ndose ésta en dos grupos: a) Serol6gicos positi 

vos y b) Coproparasitosc6picos positivos. En todas las muestras 

se realizó simultáneamente contrainrnunoelectroforesis (CIE). El 

análisis de los resultados de la ELISA demostró que aunque exi~ 

tió una amplia distribución de los niveles de IgG espec!ficos -

en sujetos enfermos, si fu~ posible diferenciarlos claramente -

de los observados en los sujetos sanos. La sensibilidad de la -

prueba de ELISA fué de 92.30%, especificidad de 96.95%, valor 

predictivo positivo (V.P.+) 87.71%, valor predictivo negativo 

(V.P. -) 98.45% y eficiencia de 96.18%. Por el contrario los n! 

veles de la IgM fueron muy semejantes en ambos grupos. La CIE -

tuvo sensibilidad de 92.30%, especificidad de 99.49%, valor pr~ 

dictivo positivo 97.29%, valor predictivo negativo de 98.45% y 

eficiencia de 98.30%. Con respecto a la muestra poblacional de 

Cadereyta, se encontr6 que no existi5 relaci6n alguna entre am

bos grupos, pero s! fu~ posible distinguir que predominaron m!s 

las mujeres que los hombres, en una proporci6n de l a 5 y l a 3 

respectivamente. 
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2. I N T R o o u e e I o N 

La amibiasis, infección producida por Entamoeba histolytica 

es una enfermedad que existe practicamente en todos los pa!ses -

del mundo, principalmente en aquellos que mantienen condiciones 

sanitarias deficientes y en donde además, representa un impor-

tante problema de salud pública. ( 1, 2, 3 ) 

Las formas asintomáticas predominan en los climas templados 

mientras que en las regiones tropicales se encuentran las formas 
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más severas de la enfermedad ( 2, 3 ) Se considera que el 10% de 

la población mundial está infectada con Entamoeba histolytica y -

que el 15% de los individuos infectados sufren de amibisis sinto 

mática ( : 4 ) • 

En los paises poco desarrollados, la severidad del problema 

es aún mayor. En el año de 1974 en México, por estudios seroepi-

demiol6gicos, se encontró que el 6% de los sujetos aparentemente 

sanos estaban o hab1an estado recientemente infectados por Enta-

moeba histolytica • ( 5 ) 

Una estimación reciente mundial indica que en el año de 

de 1981, 480 millones de personas eran portadoras de ~· histoly

tica aunque sólo alrrededor del J.0% de estos desarrollaron amibi~ 

sis invasora en la forma de disentería o absceso hepático. De es 

te modo se considera que cerca de 48 millones de personas prese~ 

tan invasión en la mucosa intestinal o absceso hepático. 

En México, la frecuencia de absceso hepático amibiano es 

muy alta ( 6, 7 ) y se ha encontrado aproximadamente en un 2% de 
"' 
todos los pacientes adultos y de un 3 a 4 % de las autopsias rea 



lizadas en hospitales generales, siendo m~s frecuente en el hom

bre que en la mujer con una proporción de 3 a 1 ( 8 ) • 

La amibiasis intestinal puede ser benigna o adquirir formas 

severas. Las formas benignas que se presentan como diarrea aguda 

y disenteria ocurren más frecuentemente en niños, en quienes En

tamoeba histolytica es el agente etiol6gico del 2 al 14% de los 

casos ( 9 ) . Las formas severas son: a) colitis ami.biana fulmi

nante, b) ameboma del cólon y c) apendicitis amibiana; las cuales 

presentan una tasa de mortalidad que varía del 20 al 54%. En Mé

xico estas formas de amibiasis col6nica se ven con una frecuencia 

10 veces menor que las de absceso hepático amibiano. 10 ) 

Es probable que la amibiasis invasora produzca anualmente 

de 40,000 a 110,000 muertes en el mundo. Así, después de la mal~ 

ria, la amibiasis ocupa el segundo lugar en muertes causadas por 

parásitos. 

2.1 Fundamentaci6n de la elecci6n del tema. 
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Tradicionalmente el método para el diagn6stico de la arnibia 

sis ha sido la identificaci6n de la Entarnoeba histolytica median 

te el exámen coproparasitoscópico. Aunque la identificaci6n del 

parásito en las heces del paciente establece el diagn6stico de la 

amibiasis, la ausencia de dicho organismo no descarta necesaria

mente la enfermedad. Además, ha sido demostrado que aún con per

sonal experto existe hasta un 30% de error en la identificación -

del parásito, lo que probablemente ha ll.evado a sobrediagnos.ticar 

la enfermedad. 



En años recientes se han ensayado nwnerosas pruebas serol~ 

gicas como auxiliares en el diagnóstico de amibiasis tales como: 

fijación de complemento ( 11 ) , precipitación ( 12 } , fagocito

sis de la bentonita ( 13), floculación de la bentonita ( 14 }, 

difusión en gel ( 15 ) , inmunoelectroforesis ( 16 ) , aglutina -

·:::ión de late:x: ( 17 ) , hemaglutinación indirecta ( 18 ) , fluores

cencia indirecta 19 ) y más recientemente la ELISA ( 20 ) • 

Todos estos procedimientos se basan en la identificación de 

anticuerpos específicos circulantes que se detctan generalmente 

una semana después del inicio de los síntomas. Aunque las diver

sas pruebas se ro lógicas detectan diferentes tipos de anticuerpos, 

en el caso de la amibiasis, la mayorfa de ellos se encuentran en 

la fracción IgG subclase 2 ( 21, 22, 23 ) • 

Dentro de las pruebas serológicas clasificadas como de alta 

.:;ensibilidad tenemos inhibición de la hemaglutinación, en las de 

~oderada está la precipitación y en las de baja sensibilidad, fi 

jación de complemento e inmovilización. 
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La identificación de anticuerpos tiene dos aplicaciones pras 

ticas: 

1) El diagnóstico de la amibiasis invasora. 

2) La seroepidemiología de la infección amibiana. 

La utilidad diagnóstica en la detección de anticuerpos, se 

basa en que dichos anticuerpos se encuentrru1 en más del 90% de p~ 

~ientes con absceso hepático amibiano y en el 75% de los casos de 

amibiasis invasora colónica. En áreas de elevada endemicidad los 

anticuerpos contra Entamoeba histolvtica se identifican sólo en -



un pequeño porcentaje de la población de portadores asintomáti-

cos ( 6.6% ( 24 ) • 

La utilidad en la detección de anti·cuerpos contra ~· histo

lytica en la seroepidemiología de la infección amibiana se basa 

en la persistencia de los anticuerpos sªricos en pacientes que -

sufrieron amibiasis invasora y probablemente tambi€n después de 

infecciones amibianas subclínicas. 

El % de detección de anticuerpos es un rndice de la preva

lencia de la enfermedad, mientras que la magnitud de la infección 

en una población, se puede estimar por la prevalencia de porta

dores asintomáticos de quistes, índice que además mide la trans

rnisi6n de la enfermedad ( 25 ). Por lo tanto, consideramos que -

el utilizar las técnicas de CIE y ELISA para estudios seroepid~ 

rniológicos de la amibiasis, representan una herramienta metodol~ 

gica de gran valor. 

2.2 Propiedades de la IgG e IgM 

Clase de cadenas H 

Subclase de cadenas H 

Tipo de cadenas L 

Peso molecular 

Fijaci6n de complemento 

( clásica ) 

Transferencia placentaria 

l, 

IgG 

l 

2, 3, 

k y l 

150,000 

+ 

+ 

4 

IgM 

u 

ul, u2 

k y l 

900,000 

++++ 

o 
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2.3 Fundamento de las técnicas empleadas. 

2.3.l ELISA 

El principio b~sico de esta prueba es que el antígeno se -

adhiera a un soporte en donde se lleva a cabo la reacción antí

geno-anticuerpo, poniéndose ésta de manifiesto mediante una reac 

ción enzim~tica. 

2.3.2 CIE 

El principio básico del método implica la electroforesis en 

un medio de gel del antígeno y del anticuerpo en direcciones o -

puestas de manera simultánea a partir de pozos separados con la ·

precipi taci6n resultante en un punto intermedio a sus orígenes. 
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3. P L A N T E A M I E N T O 

O E L P R O B L E M A 

Debido a la elevada morbilidad y mortalidad causada por 

Entamoeba histolytica es necesario disponer de mejores métodos 

de diagnóstico y tratamiento as1 como mejorar las estrategias 

para su control y prevención. El presente trabajo está orienta 

do a la detección de anticuerpos contra Entamoeba histolytica -

por las técnicas de CIE y ELISA para aplicarlas en estudios se

roepidemiológicos y en el diagnóstico de absceso hepático arni

biano. 
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4. O B J E T I V O S 

.4.l Elaborar los reactivos para el desarrollo de las t~c 

nicas de CIE y ELISA. 

4.2 Desarrollar la técnica de CIE para la detección de an 

ticuerpos séricos contra Entamoeba histolytica. 

4.3 Estandarizar la técnica de ELISA para la detecci6n de 

anticuerpos séricos de tipo IgG e IgM específicos. 

4.4 Aplicar la técnica de ELISA para la detección de anti

cuerpos séricos de tipo IgG e IgM ~entra Entamoeba his

tolytica en una población de sujetos con absceso hepá

tico arnibiano, sujetos portadores de quistes, sujetos 

no portadores e individuos donadores de sangre (volll!!. 

tarios. 

4.5 Analizar y comparar la utilidad diagnóstica de las tés 

nicas de CIE y ELISA a través de los siguientes pará

metros sensibilidad, especificidad, v.P. +, V.P. - y -

eficiencia. 
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5. H I P O T E S I S 

Tomándo en cuenta las condiciones ambientales de las comu

dades estudiadas, se encontrar~ una elevada seropositividad co

mo índice de arnibiasis invasora. 

Debido a que la t~cnica de ELISA tiene una alta sensibili

dad ser& útil para el diagn6stico de las diversas formas de ami 

biasis. 
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6. MATERIALES Y ME T.O DOS 

6.1 MATERIALES 

6.1.1 Material Bio16gico 

a) Sueros Positivos. Se estudiaron 37 sueros de P!!,. 

cientes adultos y 2 niños con diagnóstico de absceso hepático 

amibiano confirmado por datos cl!nicos de gabinete y en algu

nos casos por intervención quirdrgica con un tiempo de evolu

ci6n entre 1 y 3 semanas. 

b) Sueros Testigos. Se estudiaron 197 sueros de su

jetos adultos, aparentemente sanos, que acuden como donadores 

profesionales de sangre al Centro Médico Nacional del IMSS. 

C) Muestras para Estudios Seroepidemioldgicos. Se 

estudiaron 73 sueros de la poblaci6n de Cadereyta, Qro., los 

cuales se dividieron en dos grupos: 

Grupo I: Sujetos con serología positiva (CIE pr!:_ 

viarnente reportada corno positiva para 

anticuerpos contra ~· histolytica) • 

Grupo II: Sujetos con examen coproparasitosc6pico 

positivo (presencia de quistes en mate

ria fecal) • 

d) Antígeno. Se utilizó antígeno obtenido de Enta

moeba histolytica cepa HM 3 en cultivo ax~nico*. 
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6.1.2 Equipo 

- Espectrofot5metro Coleman modelo 6A 

- Baño de temperatura constante modelo Blue M 

- Color1metro Titertek rnultiscan, Flow Lab. 

- Fuente de poder: Titan Power Supply. Laborato-

rios Helena. Modelo 1500 

- C!imara electrofor~tica. Laboratorios Helena 

- Lavador automático para sistemas ELISA. Modelo 

1250 Cordis Lab. 

- Potenci6rnetro Internacional Cient1fica S.A. 

Modelo E 510 

6.1.3 Reactivos anal1ticos. 

- Tween 20 (polioxietilensorbitan), Sigma U.S.A. 

- Albumina bovina, libre de acidos grasos y de in-

munoglobulinas, Sigma 

- a2o2 3%, Merck 

- Conjugados: anti IgG humana especifica de cadenas 

acoplada a peroxidasa y anti IgM humana espec! 

fica de cadenas u acoplada a peroxidasa 

- Peroxidasa tipo VI, Sigma 

- Agarosa para uso en electroforesis tipo II :•:iMedium 

EEO, Sigma 

- Acido c1trico, Baker & Adamson 

- Carbonato de sodio anhidro, Merck 

- ortof enilendiamina, Sigma 

ll 



Bicarbonato de sodio, Monterrey 

- Fosfato de potasio rnonobásico, Baker 

- Cloruro de sodio, Merck. 

- Cloruro de pouasio, Monterrey 

- H2so4, Monterrey 

- Fosfato de sodio dib~sico, Baker 

6 • 2 METO])OS 

6.2.1 Preparaci6n del antígeno. 

Los trofozo!tos de Entamoeba histolytica se cultivan axé

nicamente en botellas de vidrio de 125 ml, que contienen 100 ml 

de medio TYIS-33 (30). 

El paquete celular se obtiene por centrifugaci6n a 1800 RPM 

durante 10 min, se elimina el medio de cultivo y el paquete ce

lular se lava con soluQi6n de fosfatos (PBS) de 3 a 4 veces (es

to se realiza con el objeto de quitar los restos del medio de -

cultivo. 
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Una vez que se rnidg el paquete celular, por cada ml de este 

se adicionan 5 ml de agua estéril, después se mete a sonicar du

rante 30 seg, pasado este tiempo se observa al microsc6pio la ruE 

tura de '.los trofozoi tos. 

Finalmente se centrifuga a 10,000 RPM durante 1 hora y el s~ 

brenadante se separa siendo· J~ste último nuestro ant1geno y al 

cual se le determinan prote!nas utilizando el método de Lowry 

( 26 ) • 



* Cultivo ax6nico 

REACTIVOS 

Tripticasa 

Extracto de levadura 

Glucosa 

NaCl 

Fosfato de potasio monobásico 

Fosfato de potasio dib&sico 
anhidro 

L ciste1na hidroclorada 

Acido L asc6rbico 

Citrato ferrico de amonio 
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CANTIDAD 

2.00 g 

LOO g 

1.00 g 

200 mg 

60 mg 

100 mg 

100 mg 

20 mg 

2.28 rng 

87 ml 

Disolver los ingredientes y ajustar el pH a 6.8 con NaOH 1 N 

filtrar al vacio y esterilizar en autoclave durante 15 min. 

6.2.2 Técnica de CIE 

Se utilizan placas de plástico de 8.1 por 2.5 cm cubiertas 

con 3.5 ml de soluci6n de agarosa al 1.5% con amortiguador de -

veronal O.OSM y pH de 8.2. 

Se hacen en las placas del gel lineas paralelas de pozos de 

J mm de di~metro con una distancia de 4 mm entre los mismos. 

fig. l ( Figuras, tablas y gráficas anexas al final de resul 

tados ) • 

En el pozo del lado del §.nodo se depositan 5 .pl del suero -

'.problema y en el pozo del lado del c~todo 5 ul de la soluc~6n del 
) 

'\ant1geno amibiano. Se espera a que se reabsorban y se realiza -
F 



una segunda aplicaci6n en la misma cantidad tanto del ant1ge

no como del suero. La concentraci6n del antigeno que se uti-

liza es de 2.6 ?g/ul. 

Se usa una cámara electrofor~tica común cone el mismo --

aortiguador de veronal, empleando esponjas para hacer el con-

tacto entre el gel y el amortiguador (fig. 2) y se aplica co

rriente constante de 100 volts por placa durante 45 min. 

La mayor parte de las veces, las lineas de precipitaci6n 

son claramente visibles al término de la CIE ( fig. 3 ). Sin 

embargo, reacciones débilmente positivas se hacen aparentes d~ 

jando reposar las placas en una cfunara húmeda y observ~ndo al 

otro día las bandas de precipitaci6n. 

6.2.3 Técnica de ELISA 

En este sistema se requiere de: ( fig. 4 ) 

- Fase sOlida 

Se emplean esferas de poliestireno de 5 nun de di!metro,· 

'" a las cuales se les adsorbe el antígeno en amortiguador de 

de bicarbonatos 0.05M y pH de 9.6 por incubaciOn a ioºc du

rante 18 horas sin agitación. 

A continuaciOn las esferas se lavan 6 veces con amortigua 

dor de fosfatos conteniendo 0.05% de Tween 20 ( PBS-Tw ) y se 

colocan en una soluci6n de albtímina conteniendo 2 mg/ml en 

buffer de bicarbonatos 0.05M y pH de 9.6 y se dejan incubando 

2 horas a io 0 c, esto es con el objeto de recubrir los sitios 

que hayan quedado libres y por lo tanto evitAr las reacciones 

inespec1ficas, tambi~n llamadas reacciones de fondo 6 ruido de 
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la prueba. 

Después de este tiempo dichas esferas se lavan 6 veces 

con PBS-Tw se secan al aire alrnacen~ndolas en un frasco con

teniéndo silica gel. 

- Preparación del conjugado. ( peroxidasa anti IgG 6 anti 

IgM) 

A 4 mg de peroxidasa se añaden 200 ul. de peryodato de so

dio O.l M recién preparado, agitando suavemente para evitar la 

formación de espumas durante 20 min. Al adicionar el peryod~ 

to la soluci6n debe cambiar de color dorado a verde, si esto 

.no ocurre, preparar nuevamente el peryodato. 

La mezcla se dializa contra buffer de acetato de sodio -

l mM y pH de 4.4 por 18 horas a 4°C. 

A la soluci6n anterior se le aumenta el pH a 9.6 con 

buffer de bicarbonatos 0.2 M y se adicionan 10 mg de anti IgG 

ó anti IgM, agitando durante 2 horas a 4°C. Dializar contra -

PBS. 

La identidad de la IgG e IgM del conjugado se comprueba 

por inmunodifuai6n contra antisueros anti IgG y anti IgM. 

Para comprobar que el conjugado no se pegue a las esferas 

y por lo tanto nos de falsos positivos, se efectúa la siguien

te metodología: 

Colocar 500 pl de conjugado anti IgG 6 anti IgM unido a 

peroxidasa. 

Incubar a 37° 30 min con agitación. 
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Lavar 6 veces con PBS-Tw 

Cambiar de vial 

Adicionar l ml de substrato ortofenilendiamina ( OPD ). 

Incubar a 37ºC 30 minutos con agitaci6n. 

Adicionar 100 pl de H2so4 6M~ 

Leer a 492 nrn. 

- Diluyente para muestras. 

Solución de PBS pH 7.2-7.4, conteni~ndo albumina bovina 

y Tween 20 al 0.05%. 

- Substrato. 

Solución de ortofenilendiamina en buffer de citratos/fos

fatos y pH de 5 conteniéndo H2o2 al 3%. Por cada ml de OPD ad! 

cionar 4 ul de H2o2 al 3%. 

La reacción se detiene con 100 pl de H2so4 6M. 

- Determinación de anticuerpos por el rn~todo de ELISA. 

La rnetodolog1a que se emplea para realizar u,,a ELISA es 

la sigu±ente: ( fig. 5 

Diluir el suero 1 a 400 de la siguiente manera: 

2 ml de diluyente + 5 pl del suero por estudiar + 1 esfe-

ra sensibilizada con ant!geno de Entamoeba histolytica 

por esfera). 

Incubar a 37ºC durante 30 minutos con agitaci6n 

Lavar 6 veces con PBS-Tw. 

Agregar 500 ul del conjugado anti IgG 6 anti IgM. 

1 pg 
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Incubar a 37 ºC durante 30 minutos con agitaci6n. 

Lavar 6 veces con PBS-Tw. 

Cambiar de vial ,, 

Adicionar 1 ml de substrato OPD (por cada ml de OPD, co

locar 4 ul de H O al 3%) • 
2 2 

Incubar a 37 ºC durante 15 minutos con agitación, 

Agregar 100 Fl de H SO 6 M. 
2 4 

Leer a 492 nrn, colocando 250 ul en cada pozo de la placa 

de microtitulaci6n empleando corno blanco OPD. 

- Evaluaci6n Inter e intraensayo 

Para el intraensayo se escogen 5 sueros: 2 positivos y 3 

negativos, realizar la ELISA a cada uno de ellos 5 veces el 

mismo d!a. A continuación se calcula la media de las densida 

des 6pticas y finalmente el coeficiente de variaci6n. 

En la evaluaci6n interensayo se realiza la ELISA a los 

mismos 5 sueros antes citados, sólo que a los días 1,. 2, 3, 4 

y S, calculando posteriormente la media de las densidades óp

ticas y el coeficiente de variación. 

6.2.4 M~todos Estadísticos 

Sueros + 

Absceso hepático a 

Sanos d 

Totales g 

b 

e 

h 

Totales 

c 

f 

i 
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Sensibilidad 

Indica la frecuencia de los resultados de pruebas posi

tivas en pacientes con una enfermedad en particular a/c (100). 

Especificidad 

Indica la frecuencia de los resultados de pruebas negati 

vas en pacientes sin la enfermedad e/f (100). 

V. P. (+) 

Indica la frecuencia de la enfermedad en todos los pa

cientes con resultados positivos en la prueba a/g (100). 

V. P. (-) 

18 

Indica la frecuencia de pacientes no enfermos de todos 

los paciente~ con resultados negativos en la prueba e/h (100). 

Eficiencia 

Indica el % de pacientes correctamente clasificados co

mo enfermos y no enfermos por la prueba (a + e/i) (100) • 



7. RE S U L T A O OS 

Sensibilizaci6n de !!! fase s6lida 

Se revistieron las esferas de poliestireno a distintas 

concentraciones de antígeno de Entamoeba histolytica ( medido 

como proteínas totales ) ¡ 500 y 50 ng; 40, 10 y 1 µg por esfe_ 

ra. La concentraci6n m~s adecuada fue la de 1 pg por esfera, 

ya que concentraciones mayores no aumentaron la sensibilidad 

del método y a concentraciones mayores el color desarrollado 

fue muy bajo impidiendo la diferenciaci6n entre las muestras 

positivas y negativas, aún disminuyendo la diluci6n del conju

gado. 

También se utilizaron esferas sin ant!geno sometidas s6-

lo a tratamiento con buffer de HC0 3/co3 , pH 9.6 y O.OS M, pa_ 

ra verificar que no exista unión inespec!fica del conjugado -

anti IgG ó Anti IgM a la superficie de la esfera. En este caso 

y después de someter la esfera a todo el procedimiento normal 

de la ELISA, se obtuvieron densidades ópticas menores de --

0. 005, lo cual demostró que el conjugado no se une inespec!fi_ 

camente. 

Dilución óptima del conjugado 

a) Detección de IgG 

La dilución óptima del conjugado se probó utilizando esf~ 

ras revestidas con 200 y 20 ng, 1 y 40 µg de IgG a distintas 

diluciones del conjugado¡ l a 500, 1 a 1000, l a 2000 y . 
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1 a 400. Se seleccion6 la diluci6n 1 a 2000 del conjugado que 

nos proporcion6 una densidad 6ptica de 1.0 con las esferas sen_ 

sibilizadas a una concentraci6n de 20 ng de IgG. 

b) Detección de IgM 

En el caso de la IgM el conjugado anti IgM se prob6 -

empleando esferas recubiertas a las siguientes concentracio

nes: 40, 20, 1 ?9 y 200, 100, SO, 20 ng de IgM, pero como no 

se observ6 desarrollo de color se cambió a otra fase s6lida. 

Se utilizaron pozos de poliestireno ( Immulon I ) revestidos 

con 500, 100, 50 y 20 ng de IgM y nuevamente no hubo desarro_ 

llo de color. Finalmente se revistieron pozos de poliestireno 

( Immulon II ) con 100, 50 y 20 ng por esfera, logrando una -

densidad óptica de 1.0 a ésta Gltima concentraci6n y con una 

dilución del conjugado 1 a 1500, lo cual demostr6 que la IgM 

s6lo se adsorbió al poliestireno llamado Immulon II. 

Preservación del conjugado 

Se estudiaron varios m~todos para la preservact6n del 

conjugado: 

a) biofilización 

Se realizó una diluci6n l a 2000 del conjugado anti IgG 

y se congel6 a -170 ºC en presencia de nitr6geno liquido, pa

sando pasando p~3teriormente a la liofilizadora. Al reconsti_ 

tu1r el conjugado con agua destilada y realizar la prueba ELISA, 

se probó que la actividad ae perdi6. 
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b) congelaci6n a -70 ºC 

Se hizo una dilución 1 a 2000 y se alrnacen6 a -70 ºC -

observando disminuci6n en la actividad en unos cuantos días 

posteriores a su empleo. 

c) Congelaci6n a -20 ºC 

En este caso se prob6 almacenar los conjugados a una di_ 

luci6n menor l a 20 para· el de anti IgG y 1 a 15 para el de 

anti IgM. Inmediatamente antes de la ELISA se descongelaron 

y se diluyeron 100 veces con PBS-BSA-Tw, para obtener una di

lución final de 1 a 2000 y 1 a 1500 respectivamente. En esta 

forma su actividad no se vi6 afectada a6n despu~s de 4 meses. 

Purificaci6n ~ preservaci6n ~ subst~ato 

Con el objeto de eliminar el mayor número de impurezas 

presentes en el OPD, se intentó purificarlo por el m~todo de 

sublimación. Sin embargo no se vió ninguna diferencia notable 

en los resultados antes y despu~s de purificarlo, por lo que 

se siguió empleando en su estado inicial. 

Aunque el substrato es fotosensible, su oxidación ocurre en 

el transcurso de varias horas, por lo que el manejo de este 

reactivo a la luz ambiente, no afecta en nada a los resultados. 

Diluciones del ~ 

Se probaron distintas diluciones del suero en PBS-BSA-Tw: 

1 a 25, 1 a 50, l a 100, l a 200 y l a 400, como se ve en la 

tabla 1. .La diluci6n que logr6 diferenciar entre sueros posi-
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tivos y negativos fue de l a 400. 

Tiempos ~ Incubación 

Se realizaron ensayos a distintos tiempos de incubaci6n 

a temperatura de 37 ºC; 5, 15, 30 y 60 minutos. Los mejores re_ 

sultados fueron a los 15 minutos para los sueros positivos y 

negativos. 

Lavado de Esferas 

Se comprob6 que el empleo de agua potable, para el lav~ 

do de esferas, pod!a sustituirse por el PBS-Tw, siempre y cuan 

do el pH del agua se mantuviera aproximadamente en 7. Sin embar 

go, para evitar variaciones en los resultados se sigui6 utili 

zando PBS-TW. 

Pruebas de Evaluación !!!_~ ~ ~ Ensayo 

Como se observa en las tablas 2 y 3, las pruebas de 

inter e intraensayo mostraron coeficientes de variaci6n de 

5,16 y B.16 para los sueros positivos y negativos y s.12 y 

B.20 respectivamente, los cuales son bastante aceptables ya 

que en la literatura el rango estipulado para este sistema 

oscila entre S y 10%~ 

Pacientes con Absceso Hep4tico Amibiano Contra Sujetos 

Controles 

Se realiz6 una curva de distribuci6n haciendo una qr4fi

ca de frecuencia relativa en \ contra densidad óptica, para 

los niveles de IgG en la poblaci6n de sujetos danos y enfer-

mos (qr4f 1ca l) y se tomaron varios puntos de corte corno se ilu~ 



tra en la tabla 4. El valor de corte m~s aceptado es el de -

0.400 unidades de densidad 6ptica obteniéndo así para la pru~ 

ba ELISA sensibilidad de 92.30%, especificidad 96.95%, V.P + 

85.71%, V.P. - 98.45% y eficiencia de 96.18%. 

La CIE tuvo una sensibilidad de 92.30%, especificidad 

99.49%, V. P. + 97.29%, V.P. - 98.45% y eficiencia de 98.30% -

tablas 5 y 6 respectivamente ) • 

La distribución de los niveles de IgM fué muy semejante 

en los sujetos con absceso hepático amibiano y en la poblaci6n 

de los individuos sanos, corno se observa en la gráfica 2. 

Con el objeto de ver si existía alguna relación entre los 

valores de ELISA y otros parámetros, los datos se agruparon -

por sexo, edad, días de evolución previos a la toma de muestra 

y evento final ( mejor1a ó muerte ) • 

En la poblaci6n de los pacien'c.es con absceso hepático ami 

biano predominaron más los hombres que las mujeres en una pro

po~ci6n 1 a 8. En los adultos las edades fluctuaron de los 19 a 

79 años en el caso de los hombres y de 18 a 34 años en las mu

jeres y dos niños estudiados ( una niña y un niño con edades 

de 6 y 7 años respectivamente. En la poblaci6n de sujetos apa

rentemente sanos la edad vari6 entre· 18 a 45 años y predomina

ron más los hombres. 

Tomando el tiempo de evolución previo a la toma de mues

tra es decir, los d1as de evolución de la enfermedad, la mayo

ría de los datos se encuentra dentro del rango de 7 a 14 días 

( gráfica 3 ) con valores extremos de 1 a 4 semanas. 



Estudios seroepidemiol6gicos en ~ !!!E~ de la pobla

blaci6n de Cadereyt~ Qro. 

Se elabor6 una gráfica de densidad 6ptica contra los gru

pos I y II. 

En cuanto al grupo I tenemos que el nfunero de muestras -

fué de 42 de las cuales 19 dieron la prueba positiva de ELISA -

para IgG ( 45.23% ) y solamente 13 dieron la CIE positiva 

30.95% ) • 

En el grupo II, el némero de muestras fu~ de 31, de los -

cuales 18 son niños con edades entre 1 y 13 años. Solamente 4 -

dieron la prueba positiva de ELISA para IgG y l la prueba pos! 

tiva para CIE. Dos de los 4 anteriores son niños de 2 y 4 años 

respectivamente. 

Cabe mencionar que s61o un niño cae dentro de ambos gru-

pos. 

Estos grupos también se clasificaron por sexo, siendo rn~s 

frecuentes las mujeres que los hombres en una proporci6n de -

1 a 5 para el grupo I y l a 3 para el grupo II. 
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PLACA PARA CIE 

4 mm 3 nun 

1' ·---· 

Fig. 1 En este esquema, se representan las distancias 

entre los pozos y el diámetro de los mismos. 

FUENTE DE PODER Y CAMARA ELECTROFORETICA 

--------··+--•-

Fig. 2 La cámara electrofor~tica muestra la posici6n 

de las esponjas, para hacer el contacto de la 

placa con la soluci6n amortiguadora • 

. : 
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ES QUEMA DE LA TECNI CA DE CI E 

AÑO DO 

+ 

o 
A 

Suero 

problema 

Fig. 3 

Anticuerpo 

positivo 

Banda de 

precipitaci6n 

CATO DO 

o 
B 

Ant1geno 

Amibiano 

Esquema de la t~cnica de CIE para la investigaci6n 

del anticuerpo antiamibiano. Las flechas indican el 

desplazamiento de los reactivos por la corriente 

electroforética. 

El suero problema se coloca en el orificio A. El 

ant1geno obtenido del cultivo ax~nico de Entamoeba 

histolytica se coloca en el orificio B. 
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O I A G R A M A E S Q U E M A T I C O D E L F U N D A M E N T O 
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l. Diluir el suero 

5. Adicionar 500 ul 

de conjugado 

9. Adicionar 1 ml 

de OPD 

Fig. 5 

METODOLOGIA PARA LA PRUEBA DE ELISA 

2. Adicionar una es
fera. 

6. Incubar 30 min a 
37 ºC CO>"l agita
ci6n 

3. Incubar 30 min a 4. Lavar 6 veces con 

37ºC con agitaci61 
~ __. 

7. Lavar 6 veces con 

10. Incubar 15 min a 11. Agregar 100 ul de 12. Leer a 492 nm 

~ 37ºC-., H2so4 6M 

© 
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SUERO 

+ 

+ 

-

-

-

Tabla l 
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OILUCION OPTIMA DEL SUERO 

1:25 

+2 

+2 

o. 700 

0.654 

0.573 

D I L U C I O N 

1:50 1: 100 1:200 1: 400 

+2 +2 1.997 l. 890 

+2 +2 1.978 1. 720 

0.605 o. 477 0.382 o .199 

0.482 o. 391 0.284 o .170 

0.490 0.399 0.357 0.121 

En esta tabla se observan las distintas dilu_ 
cienes de los 'sueros que se estudiaron, sien_ 
do 1:400 la diluci5n que nos logr6 diferencia~ 

más entre los sueros positivos y negativos. 



DI.AS + 

l l. 830 

2 l. 694 

3 l. 848 

4 l. 980 

5 l. 920 

Tabla 2 
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EVALUACION INTERENSAYO 

-
DENSIDAD OPTICA 

+ - - -

1.800 o .149 0.160 O .13 8 

l.960 0.158 o .150 0.176 

l. 828 o .159 o .170 o .159 

l.943 0.125 o .150 0.154 

l. 704 o .150 0.132 o .165 

Para la evaluaci6n interensayo, se estudiaron 
5 sue~os, dos positivos y tres negativos, aplicán_ 
dales la ELISA a distintos d1as, posteriormente 
se calcuU> el Coeficiente de Variaci6n para los 
positivos y para los negativos, siendo de 5.16 

y 8.16 respectivamente. 



M + 
¡· 

s l. 972 

M 

o 
1.806 

D 

I 
1.935 

A 

1.812 

1.716 

Tabla 3 

EV.ALUACION INTRAENSAYO 

O E N S :t D A D OPTICA 

+ - - -

1.923 0.136 O.J.45 0.137 

1.834 0.174 0.144 0.175 

1.985 0.157 0:120 0.155 

1.697 0.152 0.153 0.165 

1.849 0.163 0.154 O.J.55 

En la evaluaci6n intraensayo, se estudiaron 
5 sueros, dos positivos y tres negativos, a 

los cuales se les aplic6 la ELISA, 5 veces 
el mis m o d1a, J?OSteriormen te se calcu16 el 

Coeficiente de Varaci6n para los positivos 
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y negativos, siendo de 5.12 y 8.20 respecti_ 
vamente. 
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VALOR DE 

CORTE 

o. 250 

0.300 

o. 350 

0.400 

o. 450 

0.500 

Tabla 4 

PRUEBA DE ELfSA 

SENSIBILIDAD ESPECIF. V.P. V.P. EFICIENOIA 

(+} (-} 

94.87% 83.75% 53.62% 98.80% 85.59% 

94. 87% 90.35% 66.07% 98.88% 91.10% 

94 .87% 95.43% 80.43% 98.94% 95.33% 

92.30% 96. 95% 85. 71% 98.45% 96.18% 

89. 74% 97.46% 87.50% 97.95% 96.18% 

89.74% 97.96% 89. 74% 9 7. 96% 96.61% 

En esta talba se representan los distintos valores de corte, y los 

par&metros empleados para nuestro estudio, siendo 0.400 el seleccio 

nado. 
w 
w 
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PRUEBA DE ELISA (IgG) 

Valor de Corte 
+ - TOTALES 

0.400 

ABSCESO 36 3 39 

HEPATICO 

-

SANOS 6 191 19 7 

TOTALES 42 194 236 

Tabla S 

SENSIBILIDAD 92.30% 

ESPECIFICIDAD 96.95% 

V.P. (+) 85.71% 

V.P. (-) 98.45% 

EFICIENCIA 96.18% 



ABSCESO 

HEPATICO 

SANOS 

TOTALES 

Tabla 6 

PRUEBA DE CIE 

+ 

36 

1 

37 

SENSIBILIDAD 

ESPECIFICIDAD 

V.P. (+) 

V.P. (-) 

EFICIENCIA 

-

3 

196 

199 

9 2. 30% 

99 • 49 % 

97.29% 

98. 49% 

98. 30% 
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TOTALES 

39 

197 

247 
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8. D I S C U S I O N 

El antígeno preparado por el procedimiento descrito en -

materiales y métodos, fué lo suficientemente puro para ser em

pleado en la detección de anticuerpos contra Entamoeba histoly

tica. 

Aunque el conjugado es estable aún por más de cuatro me-:~ 

ses es necesario comprobar su actividad, mediante el pempleo de 

esferas revestidas de IgG y placas de Immulon II en el caso de 

la IgM ya que el contínuo congelamiento y descongelamiento de 

los conjugados bajan paulatinamente la actividad de los mismos. 

La forma y número de veces de lavado de las esferas, es -

muy importante, ya que debe ser homogéneo y constante porque de 

lo contrario existe una gran variabilidad en los resultados. 

El análisis de los resultados de la ELISA demostró que 

aunque existi6 una amplia distribuci6n en los niveles de IgG es 

pecíficos en los sujetos enfermos, sí fué posible diferenciar

los claramente de los observados en los sujetos sanos. 

Por el contrario, los niveles de IgM fueron muy semejantes 

en ambos grupos, lo cual puede explicarse de la siguiente mane

ra: 

- Los niveles altos de IgG compiten con la IgM e interfie

ren en su detecci6n. 

- En conjugado anti IgM empleado, tiene reacción cruzada 

con la IgG. 

- Existen reacciones inespec1ficas con el medio de cultivo 
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axénico y por lo tanto se ref1ejan en los resultados. 

Por todo lo mencionado anteriormente, sería de gran inte

rés para trabajos posteriores, que a los sueros se les adsor

biera la IgG, y al quedar libre de esta inmunoglobulina, reac

cione el conjugado específicamente con la IgM. 

Debido a la alta endemicidad que existe en Cadereyta, era 

de esperarse que existiera una relaci6n entre los individuos -

portadores y no portadores de quistes, pero esto no fué posible 

y la interpretaci6n que puede darse es que en el caso de los se 

rol6gicos positivos, sufrieron de amibiasis invasiva y por lo 

tantp tienen niveles altos de anticuerpos y esto los protege -

contra la Entamoeba histolytica, logrando que el parásito no se 

aloje en el intestino y por esta raz6n no se encuentren quistes 

en las muestras fecales. 

Por todos los resultados' obtenidos con las técnicas de CIE 

y ELISA, considero ,que la CIE debido a su elevada difusi6n, con 

tinúa siendo el método de elecci6n para el diagn6stico serológ! 

co de absceso hep~tico amibiano, aunque debido al costo del an

t1geno es m~s conveniente usar el sistema ELISA, ya que por me

dio de la CIE la cantidad empleada de antígeno es mucho mayor. 

Asimismo el equipo utilizado para la ELISA no es muy costoso y 

adem~s las reacciones coloridas son tan ~ntensas que pueden ser 

evaluadas a simple vista en el caso de los sueros positivos, -

sin necesidad de emplear un colorímetro, en cambio los sueros 

negativos tienen una reacci6n colorida muy débil. Es por esta 

40 
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raz6n que puede distinguirse f~cilmente cuando una prueba es -

positiva 5 negativa. 

Además, en la prueba de CIE para los sujetos enfernos, te

nemos que las bandas de precipitaci6n sólo son detectables -

cuando la ELISA tiene valores de densidad 6ptica de 0,500 en -

adelante. 
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9. e o N e L u s I o NE s 

- La IgG espec1fica evaluada por ELISA es de utilidad en 

el diagn6stico de absceso hepático amibiano. 

- La técica de CIE y de ELISA tienen la misma sensibili

dad, semejante especificidad y eficiencia. 

- Mediante la IgM específica contra Entamoeba histolytica 

no se logr6 diferenciar entre el absceso hepático anti

guo y reciente. 

- Los niveles de IgG aparentemente son independientes a -

los d1as de evoluci6n del absceso hepático amibiano. 

- No se encontró relaci6n entre los portadores de quistes 

y la seropositividad. 

- La fase s6lida es estable a 4°C por tiempo prolongado. 

- El conjugado mantiene su actividad hasta por cuatro me-

ses en estado de congelación. 

- La IgM ~o se pega a cualquier tipo de poliestireno. 

- La disminución en la seropositividad de la CIE podr1a 

deberse al continuo congelamiento y descongelamiento de 

los sueros y a la contaminaci6n de los mismos, tenién-

do ·como resultado la disminución en la cantidad de anti 

cuerpos. 
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