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La infección por i!ntomoeba histolytica. es un problema de salud públi

ca muy importante en todo el mundo. En méxic ·~ es una enfermedad endemica 

que ocupa el décimo lugar como causa de mortalidad en su población. (6) 

En el presente trabajo se establece un método serodiagnostico p11ra de

tectar anticuerpos específicos anti-amiba. el cual se divide en dos partee, 

la primera que es el establecer las condi1:iones necesarias para el desarro

llo de la técnica ELlSA en la búsqu(!;da dt: anticuerpos clase IgG anti Enta-

a:>eba Histolytica en suero humano, teniendo como método de referencia la -

hemaglutinadón indirecto. 

En segundo lugar se evalúan las ventajas que proporciona al método el 

utilizar antígeno de E. Histolytica. HM.1-IMSS tratado de diferente manera -

como Ag. total y Ag. deslipidizado. 

Ya establecidas lai;; condiciones Óptimas del l'nsayo inmunocnzimático se 

analizarán el mismo número de sueros (50) de pacientes sin diagnóstico de -

amibiasis y de pacientes con absceso hcpiítlco amibiano comprob.:ido cl!nica-

mentc (ultrasonido, !HA, radiograífa). 

Demostramos que ELISA corno método serodiagnóstico es un excelente oux.!_ 

liar en la detección de anticuerpos específicos en la nmiblasis invasiva. -

Que es una prueba muy sensible, segura y adaptable a las diferentes necesi

dades de cualquier laboratorio. 

Bajo nuestras condiciones de trabajo se consideró un suero positivo a 

ardbiasis invasiva con una o.o. superior ~ 0.42 (dos desviaciones standar -

por debajo de la media). Los resultados muestran que la rcproducibilidad 

del análisis inmunoenzimático se encuentra en el rango de aceptable como lo 

muestran los coeficientes de variación obtenidos en el incer e itra em1ayo 

que para ambos tipos de Ag. 
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En relación a los dos tipos de Ag. utilizados en el análisis inmunoenzilnli

tico, se estableci6 una buena correlaci6n entre ambos r• 0.91. 

Los resultados obtenidos en lo comparacitin de los dos tipos de ant{g!_ 

nos no parece mostrar una diferencia significativa entre ellos. Por lo que 

se deber!a de llevar a cabo más estudios en relación al tipo de Ag .o.mibiano 

para poder establecer cu&l es el mejor tipo de ant!geno o utilizar en un -

análisis inmunoenzimático. 

Ambos métodos ELlSA y hemaglutinación indirecta detectan anticuerpos 

contra Entrunoeba Histolytica, pero ELlSA demostró se¡: varias veceea mle 

sensible que IllA en le detección de titulos de anticuerpos específicos. 
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O. l AHIBIASIS Y EPIDEHIOLOGIA 

La amibiaAis se dAfine como lR condición de hospedar Entamoeba hiRto · 

lytica con manifestaciones cl!nicne o sin ellas. (1) 

Ea la enfermedad parasitaria causada por~~ hiatolyticn 

aunque existen otras amibaR que parasitn.n al hombre ésta en la única pat§. 

gena para él,siendo capa! de producir lesiones en el intestino y ocasionar 

invasión a tejidos extraintestinales. 

La forma máa frecuente de ln amibiasis es la intestinal, pP.ro no se 

debe creer que la enfermedad se limita al aparato digestivo, puede ha.her 

implicaciones donde los pnráRitoR migren de la pared del intestino a otras 

partes cercanas o lejanas del organismo dnndo lugar a graves cor.iplicllciones 

a nivel: pleural, hepático, cutáneo, y otros. (2,3) 

SegGn datos estimados en 1981, aproxif!lndamente 480 millonP.s de pers2_ 

nas fueron portadoras del prásito en todo elmundo WHO 1969) (4) 

La amibiseis es una enfermedad endémica que existe prácticarn.J?nte en 

todoR loa paiaP.s del mundo, pero existen zonas geoeconómicaFo quP. difieren 

de la prevalencia de la infección e incidencia de la enfermedad tal es el 

caso de Asin, Africn y América Latina que son seriamente infectados por 

éste padecimiento. (5) 

En México la amibiasie P.B un problema de salud pública muy importantP. 

y ocupa el 10° lugar como causa de fallecimientos dentro de la población. (6) 

Estudios eeroepidemiológicoa llevados a cabo en 1976 señalan que el 6% de 

la población eatudiada presento anticuerpos, con lo que SI? demostró que 

toda la población independientet:tente de nu edad o sexo puede ser infectada 
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1 que los fac:ton:s &mbientales y socioeconómicos favorecen su pr1.,pagación. 

(7). 

O. 2 IJllCACIOJI DlllllOtUCA 

Enu.oeba bistolytica es un organis1D0 cl•sificado dentro del reino 

aulllal. JtOb nieto Proto&oa, phylum Sarcomastigophora, subphylum Sarcodina, 

superclase Rt..zopoda. clase Loboseoa, subclase Cimnamoebia, orden Amoebida, 

auborde11 Taboliaa, famUia Entamoebidae, género Entamoeba. (8) 

Fonaa p.art:e de un conjunto de organismos denominados amibas, que agr.!:!_ 

pan especies heterogéneas filogent'ticRmente que comporten la caractertsti-

c. de poseer una morfologla altamente variable. La familia compTende a: 

f.ndo!imax !!!!!.! , ~ bust.schlii , Dientamoeba fragilie , sep1uadas de 

las aDibas de vlda libre haegleTia y Acantamoeba (8) 

C.) CICID \lE VIDA 

Entaaoeba ~lytica presenta en su ciclo de vida cuatro etapas di,! 

t.blgulbles 1n0rfológicamente: fase activa de trofozofto, trofozo!to en fase 

prequlstic:a. fase de quiete y trofozof:to en fase metaqu{11>tica. El hombre 

ea el hospedet"O natural, se infecta rMdiante la ingestión de quistes via

bles c¡ue pasan a través del tracto digestivo y en la porción baja del in

testino delgado por acción de jugos diget:.tivos, se rompe la pared del quis 

te, liberando una amiba metaqu{stica de cuatro núcleos que finalmente se 

dividen en ocbo trofozo!tos pequeños uninucleados, dichos trofozoltos se f.! 

jan a la pared del intestino, caduran y pasan a la fase de trofozo{to ac

tivo, la fase principal de su ciclo de vida, en la que presenta gran ncti-
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yidad fagocttica y pinocltica ad como alto grado de motilidad. Después 

de un tiempo deteflllinado, algunos trofozottos debido a estl1'ulon no ddin.!, 

dos disminuyen 1u actividad y dejan de emitir pseudópodos, el contenido v~ 

cuolar y elementos visibles en el citoplasm.:i dislZlinuyet\ y se r'ldondean •P!,. 

recir.ndo una pared celular. ésta es la fase que se denomina quiste. 

LoR quistes se diapersan en las heces en grandes cantidadeR y para 

que el ciclo comience de nuevo necesitan ser ingeridos pnr un hospedero 

adecuado ya que su viabilidad es liaitada. (8,9) 

Q. 4 SUSCEPTIBILIDAD 

No todos los individuos exput1.stoa a la amiba de&ftrrollan la enfeme

d6.d clínica;· ésto sugiere que algunos individuan puedan ser .Os resisten

tes en foraa innata, o que existan cepas patógenas y cepas no patógenas. 

Sargeaunt y col en 1978 utilizaron las isoenzimas de los trofozoitos como 

marcadores genéticoG para diferenciar l:ss cepas invasivas de las no inva

sivas. (3,10,11) 

Se ha sugerido reiteradamente que la dieta es uno de los factores 

que modifican la infección. ya que pued1m favorecer cambios en la flora 

bacteriana ocasionando con ésto aumentar la capacidad dP.l parásito para 

producir lesiones. (12) 

Se ha observado que la invasividad de la amiba puede acentuarse cunn

do se asocia a ciertas infecciones bacterianas siendo 1 as más comunes : 

Echerichia coli cntr.ropatógena Eberthella thyposus, Salmonella y otras. (3, 

12, 13) Otros factores que han demostrado influir sobre la predisposición a 

la infección estan relacionados con el origen geogriifico, estado inmune de 

el hospedero. (13, 14) 
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En relación a la prevalencia de ca'Sos de abscesos hepáticos amibia

nos se ha observado que el sexo masculino es mis susceptible que el feme

nino los factores responsab.les de la incider.cia observada se desconocen, 

pero, pudieran deberse a factores hormonales. {13) 

O. 5 AKISIASIS INTESTINAL Y HEPATICA 

Los tres aspectos clínicos de la amibiasis son : Disentería amibia

na aguda, Amibiasis crónica asintomática y amibias!s invasiva. 

Prácticamente en todos los casos la infección primoria en In amibia

sis se localiza en el intestino. En estudios realizados post-mortern se P.!! 

contro ... que el ciego y colon ascendente son los negmentos intestina.len 

afectados con mayor frecuencia; laa razCtnes de esta particular distribu

ción se desconocen. (15) 

Jo'.acroscópicamente la lesión inicial de la amibiasis intestinal tienr. 

gran variación morfológica.; al inicio se observan lesiones puntiformes de 

la mucosa con bordes hiperémicos, úlceras de diferentes tarnaños, frPcuen-

temente existen zonas de necrosis superficial dr. la aucosa. 

Kicroscópicamente la lesión amibiana muestra abundante Material nc

crótico mezclado con trofozoítos., la reacción inflamatoria no es muy ace!!. 

tuada. frecuentemente la úlcera se extiende deba.jo de la mucosa hacia la 

eubmucosa: la necrosis puede llegar a capas musculares y hantn el perito-

neo. (14, 15) 

0 • 6 FORMAS EXTRAINTESTINALES 

Perforación intestinal : la forna de pasar del parásito a la cavidad 
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peritoneal es rompiendo la ocasionando pP.ritonitis aguda. 

Amibiasis cutánea: por extención, ésta complicación generalmente se 

localiza en la región perianal y en los orgnnos genitales. 

/~mibiasis hepática : de las formas cxtrainteatinales el orgnno más 

afectado es el hígado, nceptandose ln circulación portnl como la más co-

mún para dicha diseminación. Es la complicación oiís frecuente y grave 

de la amibiasi!l intestinal. En el absccno hepático, el material necróto-

tico esta constitu!do por el parP.nquima hepático destruido por el efecto 

histolytico de la amiba. En el h!gndo la licuefacción del material necr,§ 

tico es mayor que en otros sitios por el gran tnmnño que puede alcanzar el 

absceso; el tar.iaño del absceso varia desde puntiforme hnsta unn colección 

que ocupa el 90% de el organo. En las dos tercras partes de los canos el 

absceso es ·Único y se loco.liza en el lóbulo derecho. 

El cuadro cl{nico es inconst.:rnte y muestrn grnncles variaciones de 

i:o!ntomas y signos, pero en la mayoria de los c.1Aos se ha asociado a dolor 

en el costado derecho, hepatomcgalia y fiebre. ( 3, 15,16,17) 

O.'; PATOGENIA 

~ histolytica produce citólii:;is por contacto sobre diversos t! 

pos celulares ( linfocitos, PMN, monocitos, macrófagoslJ células dP. línea 

CHO, Henle, 407, hepatocitos), pero los mecanismos efectores no se han dil~ 
cidado de manera completa. 

Se h11.n hecho investigacionea sobre la patogenicidnd de Entamoeba hiato 

lytica en relación con su habilidad para producir enfermedad en el huésped 

se a dicho que las bacterias asociadas pueden exaltar el daño que ocasiona 

ademlis de 1.1 variedad de enzimAfi prolcolíticas que se han encontrado en el 
trofozoíto, 

Ln adhesión, la r.itólisis por contacto además de la fagocitosis y las 

enzimas se proponen como hipótesis para aclarar la patogénia de la amiba.{.18) 
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O. 8 RESPUESTA INMUNE CONTRA Entamoeba histolytica 

Una de las principales contribuciones que ha influido significativa

mente para el avance en el estudio de la amibiasis, es la estandarización 

del cultivo axénico de Entamoeba histolytica por Diamond (19), que nos 

hace posible el tener un ant!geno espec!fico y puro,(20) que nos permite 

estudiar diversos aspectos de este protozoario asi como la respue,;ta in

mune del hospedero a la infecc~ón. 

Entamoeba histolytica induce ambas respuestas inrounes, la humoral y 

la celular, en el hum.ano ~ue la hospeda durante la amibiar.is invasiva, P.!. 

ro no se ha podido establecer cuales mecanismos son los respon,;nblen de 

limitar la invasión, ya que se ha observado quP. en pacientes con colitis 

nmibiana pueden tener infecciones repetidas, mientras que pacientes que 

hayan tenido un absceso hepático amibiano es muy raro que se vuelva a pr!:_ 

oentarsc. (3) 

Las manifestaciones clínicas y el grado de severidAd que alcnnce la 

n.mibiasis estarán detcnninndos por el equilibrio entre lo~ rr.e~nnismos de 

defensa del hospedero y los de agresión del parásito. 

a) INMUNIDAD HUMORAL 

Un estudio seroepidemiológico demostró que en los pacientP.s con ami

biasis invasiva o absceso hepático amibianó, entre el 81-100% desarrollan 

anticuerpos circulantes espec{ficos clasee lgG contra Entarnoeba histolyti 

.!:,!!. , detectables después de una semana de la aparición de los síntomas; 

un hecho de gran interés, es que los anticuerpos específicos anti-amiba 

persisten largo tiempo post-infección 1 se ha reportado que puede ser de 

2 a 5 años(6, 21) 
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Durante la infección los niveles de IgG especialmente la subclasP. 

IgG
2 

se incrementan siendo la clase de irtmunoglobulina que predomina en 

la respuesta inmune humoral. {22) 

Se ha demostrado que las inmunoglobulinas anti-amiha ejercen un 

efecto citopático ftobre loa trofozo!toR de Entnmoeba histolytica !!!_ -

Y!!.!'.2 (23,24) 

Estudios sobre el tema montraron que los niveles de otrafi inmunogl~ 

bulinns, si bién se obsc>rvaron aumentadas, éste incremento es menos impo_! 

tante, tal en el caso de la IgA e lgM. Los niveles de IgA se encontraron 

incrementados en ln amibiasiA intestinal, montrando así una rP.spueBta in

mune local de lo t:lUCOfW intestinal!!!ediante la detP.cción de copronnticuer-

pos. ( 25,26,27,28) 

El complemento Cfi otro factor inmune involucrado en ln defensa del 

hospedero contrn Entarnoebn hlstolyticn. El suero de paciente!l infectadon 

con altos títulos de anticuerpos contra ~ histolytica son buenos 

nrnebicidas, n travén de. la activación de la v!a clásica y alterna del co!!! 

ple~ento • (29,30) 

Sin embargo ln expP.riencia clínica observndn en el curso de la en

fermedad demuestra que la rcspuPsta inmune humoral que se dirige contra 

~ hiatolytica en la nmibinsis invasiva no parece limitar el es

tablecit11icnto de la infección o de proveer adecuada t"P.5istencia a la in

vasión. La respuesta de anticuerpos específicos que regularmente se o!!_ 

serva en el suero tiene su mayor utilidad como mnrcador en el diagnóst! 

co de la enfermedad invasiva, especialmente en el absceso hepático ami-

binno, (2,6,21,31) 
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b) CORONAMIENTO DE ANTICUERPOS 

El movimiento que muestra EntarnoP.ba histolytica y sus propiedades 

fagoc!ticas y pinoc{ticas re~elan un recambio en los componentes de RU 

membrana. Estos eventos morfológicos nos hacen pensar que este pro tozo.! 

rio dispone de una actividad de membrilna, que le permite deshacerse rá

pidamente de cualquier ligando o partícula unida n su superficie, ya 

sea por desprendimiento o fagocitosis. Esta propiedad podrl:t ser un m!_ 

canismo de la amiba parll evadir lo acción efectora del sistema inmune. 

Una rápida redistribución de ciertos componenetes de la superficie 

de Entamoeba histolytica sigue a lo interacción con unn variedad de 11_ 

gandos externos tales como : lectinas, anticuerpoR específicos y otros. 

Los anticuerpos reaccionan con loR ont!genos de superficie de trofozo{tos 

vivos e inducir.ron una .redistribución de los componentes de superficie 

hacia un polo de la célula de mancrn análoga al coronaoiento reportado 

para los linfocitos. El sitio de formación de los capuchones fué la re-

gión de 1 -uro ide. En las cepas HMl HK.9 de Entamoeba histolvtica y en 

Entamoeba invndens se mostró que los capuchones se liberaron al medio C.2_ 

mo Ves.rculas de 2-Sum de diámetro compuestas de anticuerpos y componen

tes de membrana de los trofozoítoe; lo liberación no disminuyó la viabi

lidad celular • (32) 

La redistribución normal de receptores y antígenos en la superficie 

de la amiba P.D uniforme, pero sOlo ae lleva a cabo bajo condiciones ópti-

mas de temperatura y concentración de ligandos. Es posible que ambas, 

la redistribución de los antígenos y la aubececuente liberación del cap!!_ 

chon se encuentren regulados por componentes del citoesquP.leto, princi

palmente por microfilamentos de actina, que se acumulan en la región del 
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uroide rn amibas coronadaG. (33) 

Observacionef. realizadas en los que se utiliza la cepa NHI 200 y r.on

cP.ntracinnes menores de anticuPrpo, mostraron que los anticuP.rpos, que se 

unieron a ln superficie en parte se liberaron al medio pero substancial

mente Re intcrnnlizaron· r.n 106 trofnzo{ton y ae degradaron, pero no ne li

bP.raron lll r!IP.dio cor.to capuchones. (34) 

PoFliiblet'lentr. lA riípida dP.aAparición dP.1 complejo antígeno-anticuerpo 

de la superficie drl pnr:foito puede volver a las amibas menofl susceptibles 

a la respuesta in[!\une humoral. 

C) INMUNIDAD CELULAR 

LA interacción directa entre lnn células inmunes y loR trofozo{tos es 

uno de los nspectoA miis importantes de la inmunidRd celular en la amibia

e1.s. Estudios iniciales ~ vitro mostraron que lon trofozo!tos ejercie

ron un efecto citotóxico directo a distancin sobre los leucocitoo: pcrifér,! 

cos no sensiblilizados que provocaron lísis y fagocitosis posterior, . 

Unnndo prepar;1cioneR purificadas el reoultado de la inter.nciión con poli

morfonucleareR dependió de la relación nmiba/PMN y la virulencia de la c.!:_ 

po dP. trofozo!to utilizada. Los trofozo!tos virulentos HMl deotruyP..ron 

a los PMN por un mr.canismo dependiente de conta~to a r~lacioneR- mayores 

de l.000 PMN/ amiba sin pérdida de la viRbilidad, LOS PMN lograron des-

truir la amibas de virulencia intermedia también por mecanismos depen

diente de contaco perdiendo la viabilidad y a los trofozo!tos avirulen

to• sin pérdida de la viabilidad. (5) 

Algunos estudios han demostrado que en pacientes con absceso hepáti

co amibiano presentan una adecuada proliferación en las reapuestas de 
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de intradermo rP.acción con antígeno atTl.ibiano, prueba de la migración de 

los macrófngos , acción agr~siva de linfocitos sensibilizados sobre trofo

zo!tos d• Entamoeba histolytica. (2, 14) 
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CAPITULO II 

O. l METODOS DE DIAGNOSTICO 

a) EN FORMA DIRECTA 

Por la identificación del organismo en las heces o en el material as

pirado del absceso en el caso de la amibiasis hepática. El exámen de las 

r:1uestrae debe hacerse por personal capacitado que sea capaz de distinguir 

la amiba de entre otroR proto:::oarloR o helmintos, bacterias o levaduras 

as{ como diferenciar Entameba histolytica de otras amibas intestinales y 

macrófagoe. 

En el caso de la amibiasis intestinal, el diagnóstico definitivo lo 

proporciona la identificación de Entamoeba histolj.tica en heces y en 

biopsias • 

La cnfennedad hepñttca puede ser diagnósticada. clinicamentr., ya cuan

do los abccesos se presentan, en el hígado ocurrr. un alargnmiPnto asimétr!. 

co. El borde del lóbulo alargado usualmente es palpable y muestra dolor 

a la palpación. El lóbulo derecho es el más cornunmente infectado. Los 

abS1?sos son frecuentemente demoRtrads por exploración con radiografit.B, 

ultrasonido y otros, (35) 

b) EN FORMA INDIRECTA 

Demostrando la presencia de antígeno o anticuerpos específicos en el 

suero y otros flu!dos. Numerosos mP.todos serológicoa se han desarrollado 

para el diagnóntico de la arnibias:is pnrticulamente en la amibiasie inva

siva. El f!lejor tipo de prueba inmunológica ha sido la detección de ant! 

cuerpos específicos en suero. 
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En estudios realizados para evaluar la Reneibilidad de diferentes pruebas 

Sf\rológicns como Hemaglutinacion indirecta, inmunoelectroforesis ,contra 

inmuno electroforesis, inmunodifusión en gel de agar, aglutlnaciñn por 

particulas de látex , entre otras, se ha reportado que la IHA es capnz 

de detectar anticuerpoA en el 95-100% de los casos de diagnóstico df! abs

ceso hepático amibinno y de 85-95% en el caso de la enfermedad invasiva 

intestinal. En relación a la ider.tificación de portadores asintornáti-

cos de qui!ltcs se ha encontrado una gran variación , dependiente de la 

prevalencia del parásito y de la enfermedad en su área geográfica.(5,6,7) 

Aunque no se ha demostrado la existP..ncia de anticuerpos pro

tectores r.n individuos que han sido infectados por Entamoeba histolytica, 

ln TP.spuP.r,;ta inmune en la amibiasis invasiva incluye una rápida aparición 

de anticuerpos circulantes espec{fi.cos anti- amiba los cuales se pueden 

detectar por los diferentes mP.todos inmunológicos antes mencionados IHA, 

aglutinación en látex, inmunodifusión, inmunoelectroforesis, contra inm~ 

noelectroforesio y más recientemente se lm reportada la estandarización 

del análisis inmunoenzir.kÍtico E L l S A par01 la dPtecclón de anticuerpos 

esp~c{ficos anti- arniba, empleando diferentes fases sólidas como son pla

cas de e1icrotitulación de poliestireno, discos de plástico, tubos de plá,! 

tico, etc •• (36,37) 
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. O, 2 ANAL IS IS INMUNOENZIMATICO 

En la década de los 70 1 s se introdujo un importante avance en lan 

técnicas parR el diagnóstico que utilizan reactivos no isotópicos. A la 

fecha P.1 método más amplial'\ente utilizado es ELISA (Enzime Linked 

Irnmunosorbent Asaay) dear.rrollndo independintemP.lltP. en 1971 por Avrameas 

y Guilbert; Engvall y Perlman; Von Weemen y Schurs. 

Es uno de loR procedimientos de diagnóstico rápido y mñs empleado 

en enfermedades infecciosas y parasitarias 1 ésto se debe principalmente 

a la versatilidad de la prueba, la cuál nos permite poner de mnniJiesto 

tanto anticuerpos como antígenos en líquidos biológicos. Este P.:ll una 

alternativa Tealista al radio inI'lunonnálisis o a la inmunofluoresce'ncia 

ya que ha demostrado ser tan senaible y específico como éstos (36) 

Algunas de lag caractcrfstica~ que han hrcho tan popular esta prue 

ba son : su gran sensibilidad, su rapidez y P.l bajo costo en relación 

con otras metodologías disponibles, y ln posibilidad de Aer utilizada en 

estudios a gnrn escala, eopecialr'lente en su versión simplificada utiliza!!. 

do plncas de microtitulación (VoUer et.al. 1976). ( 36,37) 

El análisis inmunoenzimático de tipo indirecto consiste fundnmental

mente en poner f'n contacto la muestra problcrut que fundamentalmente con

tiene anticuerpos, con el ant!geno unido a la faRe sólida, después de i!!. 

cubar y lavar se adiciona el segundo anticuP.rpo conjugado con la enzima, 

se incuba y se lava posteriormente agrrgar el eustrnto correspondiente 

resultando la formación de un producto colorido cuya intesidad se mide en 

el eepectrofótonetro a la longitud de onda adecuada. (38) 

De los diferentes tipos de ELISA disponibles el más empleado es el 
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de tipo indirecto. En éste se utiliza la fase sólida recubierta con el 

antigéno sobre el cuál se desea poner de manifiesto anticuerpos específicos. 

(36,37) 



-17-

0.) O B J E T V O S 

J._ Desarrollo. y estandarización de un método 

inmunoenzinático ELISA, de tipo indirecto. 

2.- Determinación de anticuerpos especlficos de 

clase lgG anti Entamoeba histolytica en 

muestras de suero humllno. 

3.- Evaluar co111parativamcnte dos fuentes de ant! 

geno de Entamoeba hintolytica : ant[gcno to

tal y antfgeno deslipidizado, por l!lodfo del 

análisio inmunoenzimático El.ISA, tomando co

mo naétodo de referencia la hemaglutinación 

indirecta. 



CAPITU:'..O III 

MATERIAL Y METOOOS 

0. l OBTENCIOU DE MUESTRAS 

Se analizaron 50 muestr:1s dp pacientes con din~nóstico de amibiasif' 

invasiva comprobados por: radiogrf{a, ultrasonid y serológia, internados 

en el Hospital General Centro Medico "I.a Raza" y en l;i Unid'1.d de In-

fectología del Hospital General dP. néxtco, S.S.A. Y 50 pacientes ambu-

lantes de la coru:;ulta cxtr.rna dl"l Hospital 11 La Ra?.a " ~in dh,gnfü:tico de 

amibiasis. 

Las muestras se obtubieron mediante punci0n venosa, incubando a 37ºC 

durante 30 min y cr.ntrifugnndo a 2000 rpm durante 10 min, para la elirnin!!_ 

ción del coágulo. 

Q, 2 PURIFICACION OE ANTICUERPO lgG llU~IANA Y ANTI lp,\. llilllANA POR CROHATO

GRAFIA llE INTERCA~IRIO IO!IICO. (j9) 

Empleando dietil amino ~til celulosa (DEAE-C) se •ti&4a 1.1 t~r. del 

suero. La resina P.s equilibradn .i. pH 7 .5 en 11mortiguador fosfato salino 

(PBS), en la cuál todas las proteínas séricas excepto la lhc; Ps ligada. 

El suero es predializado contra el mismo Amortigu1tdor, se mezcla con 

la resina y el sobrenadante obtenido es esc~ncialmente la IgG. 

Se activa el DEAE-Celulosn en 1000 ml dP. HCl 0.5 N durantf' 15 min en 

agitación, si'? lava con agua destilada y se coloca la resina en un amorti

guador fosfato salino hasta que P.1 pH del sobrenadante sea idtntico con 

el amortiguador original. 

Una vez .i.ctivada la resina se pesan 17 g de DEA-E Celulosa Húmeda y 

se añaden goteando 2.5 ml del suero. SP. mantiene la mezcla a 4°C durante 
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1 h ·y f;.P. centrifuga a 3000 rpm durante l.5 rriin. El sobr~madante final con-

tiene P.E>Cencialmente lgG 1 

Se comprobó la pureza mP.diante inmunoelectroforesis. 

l.R mP.todologfa a11terior se empleo para la purificación tanto de IgC 

humann como para la nnti lgG humana desarrolladn en cübra. 

() • 3 INMUNOr:l.EGTROFORESlS 

F.ste métndo permite clasificar a las prot el'nas de acuerdo a su movil! 

dad electroforética y actividad antigénicn. Comprende dos fases susces! 

vas rea.Jb:adas en ngnrosa: una el~ctroforcsi.s y una inmunodifusión. (40) 

Se practicaron dos pozos en el ng.f\r (SIGMA) (agarosA. 1% en amortigua

dor de barbitéll pll 8.6), deponitandnse r.n uno el suero purificado(IgG por.! 

ficlldn) y en el otro pozo SNH. Se .i.plicó un campo electrice de 2 micronm-

pern durante 90 min. 

F.l cnr.ipo clectrico ,;e interrumpe una vez que se has separado las pró-

teoínn~:, entonces ne introrlucP el antisuero polivalente (CAPPEI.) , r.n un C.!!, 

nal cuyo eje es paralelo a] dP.. migración elcctroforética después de ésto, 

se cnlnca P.n cámara hí'imedn durante 24 h, en las cuáles difunden los antÍg!. 

nos y P.l antisuero formándose bandas de precipitación. 

O. 4 INMUNODIFUSION RADIAL SIMPLE 

La finalidad de ln inmunodifusión radial simplP. es la de identificar 

la reacción antigeno anticuerpo. por una prP.cipitación en un medio semi-

sólido donde el antisuero ha sido incorporndo. 

Se basa en la relación cuantitativa que existe entre la cantidad de 

dP ant{geno depositado en un pozo horadado sobre la placa de agar-entisuero, 



y el anillo reRultanto de precipitación. (~l) 

Por éste rnP.todo se determinó la concP.ntración de ln inmunoglobulina G 

humana purificada 

BEllR!NG) 

Se utilizó un equipo comercial Nor-Partigen (HOECHT-

0, 5 PR~PARACION ílEL ANTI SUERO 

El anticuerpo contra IgG humana purificada se preparó en una c;1bra In!, 

cho adulto inoculando RUhcutáneamcnte P.O 4 fiitio~ diferentes 2.5 ml de sus-

pensión volúmcn/volúmen del anticw?rpo [2mg/mll y adyuvante completo de 

Freund, con sensibilizaciones durantP. un mes. Se dejo descansar durante 1 

semana a la cabra, se sangra y se verifica la existencia de anticucrpbs por 

inmunoelectroforésis. Un.'l vez comprobada la producción de anticuerpos ant!. 

Igr. humana, Re purificó lo fracción IgG con resinas de intcrcambio.(DEAE-C) 

El r.ontr.r.ido de prot1>.fna del anticuerpo (anti IgG humana) fué cuntifi

Cíldo por el método de Lowry. (42) 

0 • 6 ACOPLAMIENTO DE ANTICUERPOS A PEROXIílASA DE RABANO PICANTE 

Una vez comprobnda la pureza de la anti IgG humana por inmunoelectro

foré!ds, se procP.dió ., su acoplamiento con peróxidasa de rábano tipo VI 

(SIGMA), SP.P,Ún el método descrito por Avrameas y Terynck (43) 

Se disolvieron 10 rtg de peroxidana de rábano tipo RZ3 VI en 20 ml de 

PBS O. lM pH 6.8; se mezcló con 8 ml de glutaraldch{do al 25%(para que re

i:;ulte Al final al 1%) e incubó por 18 h a temperatura ambiente. Se filtró 

la muestra en una columna de Sepha<lex G-25 larga Pnrticl(' sizc 20-80 Pharm_! 

cia Chemicals) equilibrada con NaCl 0.15 M. Se colectó la peroxidasa en la 

zona d~ayor coloración, y se agregó 5 mg de anticuerpo específico purific!. 



.!!_o( por resina de intercambio iónico)en un ml de r-.aCl o.15 M. Se aJiciL,_ 

nó 0.2 ml de amortiguador cnrbonato/bicnrbl'nato D·I pH 9.5 ; se incu1'ó a 

4ºC por 24 h y se detuvo la reacción con 0,2 :nl de Lisinn 1~1 pH 7 .O { 

SIGMA), después de 2 h se dializó contra PBS frío. 

Para consP.rvar !tu estabilidnd ~e mezcla colúmen a volÚmE"n l~on ~lice

ro! y se almacena a -70; es e~tabl·· durante un nño. 

O. 7 TITULACION DEL CONJUGADO (44) 

Consiste en la titulación de una serie de diluciones del nntígeno co~ 

juagadn, contra otra serie de diluciones d~l anticuerpo conjugado • 

Las diluciones del antfgeno purificado (lgG humana) se iniciaron con 

una concentración dP.. 10 ug/ml y se renliznron dilucionr.s clobles en .1mor-

tiguador de car bina to O.lM pi! 9.6, efectu5ndose 8 dllucicrnc>s[ lOur,/rnl .:l 

0,0781 llA/ml] de lns cuálr.s se depositaron 200 ul P"r po?o d~ r.iodo que 1..·:i

da hilera horizonlal fué llen;ida ron 1., misma di lución. l"r;;1 vez recubierta 

la placa dr. microtitulación dr. policstireno 1 se incuho dl!rante lh n 37ºC 

y toda la noche a 4ºC; fie lavó 3 ver.es co11 PBS-twcl'n. 

Se renlizaron diluciones dobles del anticuerpo ( al't l lgG humana) en!! 

jugada con pernxidasa de rábano, partiPndo de una di lución dt"' 1:500 ha!'> ta 

1: 16000, con lns cuáles ne llenaron las hileros verticales • teniendo así 

en cada hilera una dilución difcrP.nte. El volúmen depc::oitado por pozo fué 

de 200 ul incubando las plncas durante 1 h a 37ºC se repitieron 3 lilvado

dos con PBS-tween y a continuación se adicionaron a todos lCls pozos 200 ul 

de la solución de !:U~rato ( orto fenilt?n diamina SIGMt\) en amortiguador de 

fosfatou citratos pH 5.0 mo.s 10 ul de peróxido ele hidrógeno 307.), e incu

bando durante 30 min a 37°C de$pués dP los cuáles sL> interrumpió ln reac-
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-ción con 50 ul de tt
2
so

4 
2.5 N • Lns lecturas fueron realizadas en un 

lector Technicon- MICRO ELISA a ~92 nm' 

El título o dilución de trabajo del conjt.tgado enzimático es cuando 

la lectura fué mayor o igual a 1.0 de absorbancia. 

El título encontrado pilra el conjugado enzim5tico preparadCI por nos2 

tras fué de l: 2000 

0. 8 CRECIMIENTO Y CUJ.TIVO DE HHl ·IMSS 

Los trofozo!tos de Entamoeba histolytica cepa HNl-IMSS fue.ron creci-

das en tubos de vidrio y botellas de plástico. El medio empleado para el 

cultivo fue el TYl-S-13 de Dinmond. 

Composición del medio TYl-S-33 

Para 100 ml de cultivo: 

Biotriptasa •••••••• , •••••••••• 

Dextrosa ••••• , , •••• , •••••••••• 

Cloruro de Sodio •••.•.• , .••••• 

KH
2

Po
4 
•••••••••••••••••• , •••••• 

K2HP0
4 
•••••••••••••• , •• , ••••••• 

L- Cist~foa ................... . 

Acido ascórbico ••••••••••• , •• , 

Citrato férrico amonio ••••••• 

J.O g 

LO g 
o ., g 

0.264 g 

0.062 g 

0.10 g 

0.020 g 

0.003 g 

Se afora con agua destilada hasta 82 ml, se ajusta a un pH 6.8 y se 

esteriliza en autoclave 15 min a 15 lb. Se suplementll con 15 ml de sul!.rn 

bovino inactivado y 3 ml de vitaminas. 
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0, 9 PRE~ARACION DE ANTI GENO DE Entamoeba histolytica 

a) ANTIGENO TOTAL 

Los trofozo{tns de ~ histolytica cepa HMl-IMSS fueron obteni-

dos por crP.cimiento en cultivo ;ncénico TYI-S-33 de Dlilmond P.n su fase loga-

rítmica (72-96h) • Lo~ trofozo!tos cosechados fueron centrifugados a 1200 

rpm durant~ 10 mln y posteriormente lavadoA 6 veces son solución salina 

fisiológica. Lns células fueron r~uspendidas por aspiración-reaspiración 

con una pipeta Pnsteur; se n!:suspendleron homogénP.amente en un volúmen de-

finido y una gota de ésta suspención se depositó en una cámara de Ncubauer. 

Las células se contaron en los dos cuadratl.tes y el promedio de los trofozo! 

tos contados por cuadrante se multiplicó por 10
4 

El sobrenadante Re nsp,i 

ró y se adicionó una solución de. lísis(tritón X-100 0,5% V/V, N- etil ma-

le1m1da 0.002M; tris-HCl 0.15M pH 8.0 NnCl 0.85M). Los trofozo!tos lisados 

se dej11ron en reposo durante 15 min en hir.lo y s~ centrifugaron a 3000 rpm; 

se resuspende la paRtilla en solución salina fisiológica. 

b) ANTIGENO DESLIPIDIZADO 

El antigeno total ~e deslipidizó mPdiante la adición de vólumen a vol!!, 

meo de acptona; dejnndose reposar en hielo durante 15 min; ésta operación se 

repite 3 veces más, en la última ya no se restituyó y ln pastilla se dejó 

secar a 37°C; dicha pastilla ne resu~pendió en un volúmen de SSF y el con-

tenido de proteínas fué cuantificado por el método de Lowry para ambos ti-

pos de antígenos. 

Nota: El volúrnen de solución de lísis utilizada fué tal, que al final 
se tuviera una concentración de N-etil mnlimida de lmM por cada 
millon dr. trofozoítos utilizados. 
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l. ~ELlSA DE TIPO INDIRECTO PARA DETECClO~ DE A.'<TICl'ERPOS CLASE lgG A.'\Tl-AMIBA 

Una vez qur. el ant{g•mo amibiano se adsorbió a la fasi:? sólida, se la-

vó la plnc:i 3 veces con amortiguador PBS-tween (3min cada lnvn.do con agita-

ción). A continuación se adiciona a la placa PBS-BSA-Twecn para bloquear s! 

tios libres { evitando así la adsorción inespecífic.cl, adicionado 200 ul 

por pozo durnnte 1 h, f'C lavó nuevamente 3 veces la pl;tc.i con PBS_Tween y 

se ar.regó 100 ul d~ la muestrn problema y se incubó lh .t 37°C; se lav.'l 3 V!_ 

cP.s con PRS-twePn , a C'ontinuación SP adicionaron 100 ul del conjugado enz.! 

miÍtico ( anti IgG humana conjugndn con peroxidttsa de rábano) a una dilución 

de 1:2000 , se incubó durante 30 min n 37ºC¡ se rcpitE>n los lAvados con PB§. 

tween y se añaden 100 ul del Rustrato enzimático (orto fenilen diamino en 

amortigundor fosfa.too-citrato pH 5 y 10 ul de H
2
o

2 
al 30%) incuhandose du-

• 
rante 30 min a 37 C durante 30 rnin 

Finalmente se detuvó la reacción por la adición de 50 ul de H
2
so

4 
2. 5N 

y se leyó en un Technir.on-KICRO ELISA n una lon~itud de ondn dP 492 nm. 

El color es ei:;tablc durante :! h. 

l. l llEMAGLUTlNACION INDIRECTA 

Esta prueba ~R un t!létodo sensible y reproducible para la detec:ción de 

anticuerpos anti amiba. Los critrocitoR se sensibilizan con antígeno dP. 

EntamoP.ból histolytica de la partr soluble de l.'.1 cepa llK9, y son aglutinados 

en prescnrin de anticuerpos P.r:;pecí.ficoR. 

Se utilizó un equipo comercial para ésto determinación a los sueros de 

loA paciente• problemR. Cellognost- Amoebiasis ( !IOECHST-BE!IRING). 
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l. 2 CUANTIHCACION DE PROTEINAS 

Ln determinnción de proteínas fu~ importante en el transcurso del est.!!_ 

dio 1 ya que P.n difcrP.nten etapns dP.l mi::,¡mo fué necP.:sario conocer la conce!!. 

tración del anticuct."po y/o antigéno. Para estP- propósito se empleo el mé

todo de 1.owry. ( 42 ) 



]., 3 MATERIALES: 

lgG PURlFlCAClON 

DEAE-Celulosa (Dietil-amino-etll-cclulosaj 

Papel Wattman 

Hcl 0.5N 
NaCl O.SN 

Buffer Fosfato Salino 
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CONJUGAClON DJ:: LA ENZU!At 

PcridoKidasa de rábano tipo Vl Rz3 
Buf(er fosfato salino 
Glutaraldeh!do al 25% 
Sephadex 
NaCl 
Lisina 1 H 
Glicerol 

PREPARAClON DE ANTIGENO: 

lnhibidorcs de proteasas: lodacetamida, N-etil maleimida 
Bu(fer tris hidroxi amino metano 
HCl 
Triton X-100 

DETERMINAClON DE PROTEINAS 

NaC03 al 2% 0.1 N 
NaOU o.l N 
CuS04 • 5 n

2
o al 1% 

KNac
4

H
4
o

6 
. 4 u

2
o 

co
3

0H 

Reactivo de Folin-Ciocalteus 
Agua destilada. 

ELlSA 

Placas de Poliestireno 
Amortiguador de recubrimiento pll 9. 6 
Buffer fosfato salino - Tween 20 o. 5% 
Buffer fosfato salino - Tween 20 - BSA 0.5% 
Amortiguador del sustrato pU 5.0 
Conjugado de pcroxidasa de rábano picante 
Orto - fenilen - diamina 
Antígeno de la cepa 11}!1 - IMSS, deslipidizado y total 
Medio de cultivo ax~nico para la obtención de antígeno 

Equipo comercial Cellognost - Amibiasis. 
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~: 

METODO Dll LOWRY: 

~ A: (solución Stock) 

El reactivo A es una JlleZcla de tres soluciones Stock A-1, A-2 y A-3. 

A-1 : 

1'artrato doble de Sodio y Potasio: 

H
2
o destilada ------------.,-.,-,_--.._-,-----~~-------- 100 ml 

1 g 

-------------------- 100 ml 

20 g 

NaOH 0.1 N -------------------------------------------- 1000 mi 

Para preparar un volúmen suficiente de reactivo para 25 determinaciones 

agregar en un matraz erlenmeyer de 125 ml. las siguientes cantidades de rea_f 

ti vos. 

Reactivo A-1 ------------------

Reactivo A-2 ------------------

Reactivo A-3 -------------------

Reactivo B : 
~ de Fcnol (Folin-Ciocalteu 1.0 N). 

O. 5 ml. 

0.5 ml. 

50.0 ml. 
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AMORTIGUADOR DE RECUBRIMIENTO pH 9 • 6 

Na
2
co

3 

Na!IC03 

Agua destilada ----------------------------------------

AMORTIGUADOR FOSFATO- SALINO (P. B. S.) pH7,4 

NaCl 

Klll04 
Na2HP04 
KCl 

Agua destilada ---------------------------------------

P.B.S. - TWEEN 20 

PBS pll 7.4 

Twccn ZO 

P.n.s. - HSA 

PBS pH 7.4 

Alb1,1mina sérica bovina 

;'>MOR'rIGUADOR SUSTRATO pH 5, O 

1.5 g 

2.93 g 

1000 ml. 

8.0 g 

0;2 g 

1.149 g 

0.2 g 

1000 ml. 

1000 ml. 

5 ml. 

1000 ml. 

0.5 g 

Acido cítrico -------------------------------------1.92 g/ 100 ml 

Na
2

HPo
4 

---------------------------------------2. 86 g/100 ml 

A 6.075 ml. de ac. c!trico se le adiciona 6,42 ml de Na
2

HP04 y 

12.5 ml de agua destilada, Se ajusta el pH a 5.0 

ORTO FENILEN DIAMINA: 

40 ug de orto fenilcn diamina se disuelven en 100 ml. de amortiguador 

citrato - fosfato pll 5. O más 40 ul de 11
2
0

2 
al JOX 
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RESULTADOS 

PURlFICACION DE IgG HUMANA 

La inmunoglobulina G dP.l suero humano se purificó predializudo el SO!. 

ro contra el misr.i.o amortiguador y mr.zclando con la resina act.:iva.d'a (DEAE~ 

Celulosa). El sobrenadante final que contiene esencialnente JJlll lgC. se aJ2!. 

lizó por lnmunoelectroto·r~sis para probar su pureza. 

El antisuero normal humano, al provarse con la lgG hunt.'.llti3 '1UTffi.t.iada 

por inmunor.lectroforesis solamente reconocio una sola proteína. manifrstvt-

dolo por el arco de precipitación que se observa en la fig 1. en cashio cou 

el suero norma hutr1ano SNH f:ie observnron varias proteínas de acuerde con el 

número de bandas de prccipitnc1ón 

Hg. No 1.- lnmunoelectroforeis de IgC bmr....a parif!ca4a 

Donde: 1.- Suerono NOrmal Humano 

2.- Antiauero polivalente (CAPftL} 

3.- IgG humana purificada 
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PURIFICACION DE LA ANTI lgG HUMANA 

Utilizando el método antP.s descrito para la purificación de lgG huma.-

na. se separó la fracción IgG del suero de la cnbra, ( el cuál contiene ª!l 

ticuerpos anti IgG humana). verificando su pureza mediante inmunoelectro-

forésis. 

La anti IgG humana reconoce una sola proteín.n en el suero normal hurD!!, 

no det!IOstrandose por una banda de precipitación. 

Fig. 2.- Inmunoelectroforesis de anti IgG 

humana purificada 

Donde: l.- Suero normal humano 

2.- Anti IgG humana desarrollada en 

cabra. 

3.- IgG humana purificada 



-32-

CONTRA INMUNOELECTROFORESIS DE ANTIGENO TOTAL Y DESLIPIDIZAOO 

Los trofozo!tos de Entamoebn histolytica tratados como antígeno to-

tal y deslipidizado se comprobó su reactividad con sueros de pacientes 

con absceso hepático nmibiano a los cuáles se les hab!.a comprobado el diag 

nóstico por IllA, ultraRonido Y contrainmuno electroforé"sis. 

Fig. 3.- Contrainmunoelectroforésis de los 

antígenos total y deslipidizado con 

sueros de pacientes con absceso hep_! 

tico amib!ano 

Donde: 1.- Suero de paciente con AHA 

2. - Antígeno des! ipidizado de ~- histolytica 

1 1 
• -Suero de paciente con AHA 

2' .-Rntígeno total de h histolytica 
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CUANTIFICAC!ON DE PROTEINAS 

La concr.ntr.'.lción protéi("a del material antigénico df' los trofozo!tos 

de ~ histolytica ce determinó por P.1 mi!todo de Lowry, obtenién

dose una curva cstandRr, (gráfica Nªl) la cuál se realizó il concentracio

ncr. que variaron de 25 ug a 100 ug/ml de albúmina humana, encontrandose 

una conccntracfñn de ;int!genn amibl;mo de 0.82 rig/ml para el .1nt!gP.nn dcs

lipldizadn y 1.62 rnr./ ml para antígeno total. 

El coeficiente de correlación de la curva P.stándar para proteínas 

por éstP. método, leido a una longitud de onda de 500 nm fue de: r•0.9997 

TITULACION DEI. CONJUGADO ANTI l gG- PEROXIIJASA DE RABANO 

La dilución del conjugado cuya lectura fue .. a 1.0 f!n unidades de 

absorbanc1a fue de 1:2000 y P.sta dilución se utilizó en todos los experime!! 

tos de El.ISA 

ESTANIJARI ZAClON DEL ENSAYO INMUNOENZIMATICO 

a)Determinncion de ln concentración óptima de Antígeno 

Se ensayaron diferentes concentraciones de antígeno total y deslipid! 

zado de F:ntamoeba histolytica adsorbidoR en las placas, que variaron des

de 1,5,10,25 ug/ml, lo~; cuáles se disolvieron en .imortigundor de carbonato 

pll 9.6, ::\dicionando a las placo~ 100 ul/ pozo; la dilución de trabajo tan

to para los testigo~ positivos y negativos fué de 1:1024. 

Los mejores resultados sP. c1wontraron en ln concentración de 10 ug/ml 

parn ambos tipos de nnt!genoE: (gráfica Nº 2) en donde se aprecia que a co!!. 
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CURVA ESTANDAR PARA LA DETERMl~ACION 
DE PROTEINAS 

1.0WRY 

GRAFICA 1 

[ ug/ml] 
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DETERMINACION DE LA CONCENTRACION OPTll!A DE 
ANTIGENO ADSORBIDO DE Entamoeba hiatolytica 

- - - -

5 10 15 

8RAFICA Z 

2C 
[u;;/mlJ 

Ag. Deelipidizado 

----- Ag. Total 
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.s,entraciones mnyores de 10 ug/ml de ant{geno. los valores de ll.O no mues

tran aumento considerable y sí una pequeña disminución en la11 lecturas de 

n.o. Por ello la. concentración de antigeno se conservó en 10 ug/ml paro 

ser util iz11dn en ln prepnración de laR placas para los experimentos poste

riores. 

b) Determinación de la dilución óptim:t de los suP.ros 

Para determinar la dilución de trabajo tanto para sueros poc;.itivos C.2, 

mo negativos, se mantuvo constnnte la concentraciór. del ;int!gr:no adsorbido 

[10 ug/ml] y se realizaron dilucionP.s dobles d" los sueros i\ probnr; P.n el 

caso de los suero~ positivos partiendo de una dilución de 1:32 hasta 1:65000 

1:65536 y para los sueron negativos iniciondo de 1:16 hasta 1:2048,(grñfica 

Nº 3,4), donde obscrvaMos el r.fccto de la. dilución doblr rn los valoreR de 

D.O. tanto para sueros positivos como negativos. En base a los rcsultndos 

raostrados y con el fin de simplificar el trnbajo se sel<.'cclonó un ,.;ola di

lución parn probn!' los suf!ro~ dr. pacientes por el método de Et.lSA, que en 

nuestro caso fué dP. 1: 1024. 

ELISA EN EL SUERO DE SUJETOS CON DlAGNOSTlCO DE AMlBlASlS INVASORA Y 

PERSONAS NORMALES 

Después de haber optimizado las condiciones del sistema ELISA tanto 

para antígeno total COT!IO para el deslipidizado se llevó a cabo la prueba 

en muestras dr. suaro normalP.!'i con !Df; de diagnóstico de amibiasis inva-

siva a una dilu d.ón de 1: 1024 Los resultados se mue~tran en la tabla 

y gráfica 5 y 6 
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DETERMINACION DE LA D!LUSION OPTIMA 
DE LOS SUEROS 

~ "' "' 
,,. ., ¡¡: ~ N ~ .... 

~ ..., $! o ... 
GRAFICA 4 

Ag. Total 

~ 
.. 

"*' 
l/ Dilusi6n 

~ "' ~ "' "' :'1 "' "' :; 
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De los s'o RUcros probados de sujetos normales con antígeno total 38 

(76%) muestran valores de o.o. entre 0,1 - 0.19 , 12 (24%) entre 0.2-0.29. 

Con ant!geno deslipidizado 14(28%) muestran valores de O.O = 0.1, 28 

(56%) entre 0.1 y 0.19 y 8 (16%) entre 0.2 y 0.29. 

TABLA 

0.4 - 0.49 

0.5 - 0.59 

0.6 - 0.69 

o. 7 - º· 79 
O.R - 0.89 

0.9 - 0.99 

LO - 1.19 

Villorcs de n.o. dr. 1<ir. 50 muP.atras ensayadas de los 

pacf Pntes con amihins is comprobadn e Un icarumtP., los 

valores se dintribuytH1 rlc Ja ~iguiente manera para 

ambos tipos de antígenos 

Ag. Dcslipidizado % Ag. Total % 

4 

10 11 22 

4 9 18 

10 20 14 28 

11 22 8 16 

12 24 6 

16 

REPROílUCIBIL!DAD 

El ensayo tnmunoenzimático ELISA ac realizó bajo las condiciones des

critas en métodos y su reproducibilidad intra enRayo con antígeno total se 

muestra en In. tabla II y vari.ición inter ensAyo en la tabla III. 

La rcproducibilidad del ELISA r.on ant!gtrno total rriur..r,tra un coeficle!!. 

te de vnrinción aceptable, 
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RESULTADO DE ELISA DE 50 SUJETOS CON AHIBIASIS 
HEPATICA Y 50 SUJETOS CONTROi. A DIL 1: 1024 

. . . . 

, .. 

. 
.. ., . 

.. ¡ ... 

GWICA. 5 

Ag. Deslipidizado 

x ·0.13':>2 
5:C.1'l5 
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RESULTADO DE 50 SUJETOS CON AMIBIASIS HEPATICA 
Y 50 SUJETOS CONTROL A DIL. l: 1024 
PRUEBA DE ELISA 

... 

. ' .. 
.· .. 

GBA!ICA S 

•Ag. Total 

~= 0.707 

~' o.t"I 



TABLA 11 

Dilur.ión 

1:32 

1:64 

1:128 

1:256 

1:512 

1:1024 

1:2048 

1.:4096 

1:8192 

1:16384 

1:32768 

1:65536 
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Reproducibilidad de los valor~s de D.O. de una muestra. 

probada por triplicado· a diferentes dilucionen. 

Intraensayo 

Valores por triplicado {D.O.) Media 

1.497 1.498 1.504 1.49 

1.420 1.410 1.390 1.40 

1.324 1.302 1.290 1.30 

0.926 0.945 0.933 0.934 

0.749 0.803 0.772 0.774 

0.695 0.684 0.657 0.678 

0.582 0.564 0.545 0.573 

0.475 0.427 0.452 0.451 

0.398 0.384 0.408 0.396 

0.200 O,l~~ n. 'º~ 0.199 

0.104 0.111 0.109 0.108 

0.092 0.099 0.095 0.095 

El coeficiente de variación en la reproducibilidad con ant{geno 

total fue de 2.68% 

TABLA lll Densidad Óptica dt!' una muestra probada a una dilu d.ón de 

1024, en diferentes ensayos durante un mea. 

Dias 
Interensayo 

1 
7 

14 
21 
28 

Inter ensayo 

valores por triplicado(D.O.) Media 

0.699 0.706 0.691 0.698 
0.708 0.715 0.689 0.705 
0,652 0.657 0.693 0.697 
0.701 0.708 0.712 o. 707 
0.685 0.696 0.703 0.694 

El coeficiente de variación inter ensayo con ant!geno desl.! 
pidizado fue de l. 53% 
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La Reproducibilidad observada para el antígeno deslipidizndo se obser-

va en la tabla IV y au variación inter enRayo en la tabla V 

TABLA IV Reproducibilidad de los valores de O.O. de una muestra 

probada por triplicado a diferentes diluciones 

Intra ensayo 

Diludon Valores por triplicado (D.O.) Media 

1:32 l. 733 l. 730 l. 732 1.731 

1:64 1.578 1.563 1.569 1.570 

1:128 1.561 l. 549 1.558 1.550 

1:256 1.143 1.152 1.145 1.146 

1:512 0.945 0.949 1.052 0.982 

1: 1024 0.801 0.849 0.867 0.839 

1:2048 0.732 0.656 0.725 0.704 

1:4096 0.486 0.410 0.456 0.437 

1:8192 0.301 0.2~6 0.291 0.289 

1:16384 0.211 0.188 0.197 0.198 

1: 32768 0.117 0.126 0.132 0.132 

1:65536 0.097 0.081 0.087 0.088 

El coeficiente de variación en la reproducibilidad 

con antígeno deslipidizado fué de 4.03% 



TABLA V 

Dias 
lnterensayo 

14 

21 

28 
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Densidad óptica de una muP.stra ensayada a una dilusión de 

1:1024, en diferentes erthayos durante un men. 

lnter ensayo 

Valores por triplicado (D.O) Media 

0.801 0.822 o. 790 0.804 

0.839 0.825 0.901 0.855 

0.867 Q.903 0.892 0.887 

0.829 0.837 0.827 0.831 

0.852 0.842 0.849 0.847 

El coeficiente de variación inter ensayo con ant!geno 

deslipidizado fue de 2.01% 



-45-

ESPECIFI'crDAD 

Para demostrar que los anticuerpos detectados en nuestro análisis son 

específicos anti amiba, SP. realizó el siguientP. experimento; tanto para el. 

antígeno tota!como parA el deslipidizado se prepararon diluCiones doble~ 

seriadas en SSF iniciado de una concentración de 100 ug/ml hasta L56ug/ml 

dP.positando 250 ul de cada una de éstn concr.ntraciones de antígeno en tu

boR de l3xl50 a loR cuáles se les adicionó un volúmen de 250 ul de un tes

tigo positivo a una dilución de 1: 128 ; se incubó· 37°C durante 30 min, 

tranncurr:l,do eRte tiempo se probó la renctibidad dP.1 suero absorbido con 

el antígeno en el pBRO anterio; ( con un ELISA de tipo indirecto para de-

tP.ct-ar anticuerpos anti amibia) ,en r.J RobrenadantP.. 

expresan en las tablan VI yVII 

Lo5 resultndos se 

NueRtros resultados demuestran que cuando P.Xiste P.xceso de antígeno 

, las lecturas en absorbancia son menores, ya qu" todon los anticuerpos se 

encuentran bloqueados. en cambio cuando se tiene un exceso de anticuerpo 

las lecturas de absorbancia aumentan ya que estoB pueden ser detectadas 

por el método de ELISA. 
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ESPECIFICIDAD 

El análisis se realizó bajo las condiciones descritas en métodos para 

demostrar los anticuerpos eRpec{ficos anti amiba por ELlSA con ant{g!. 

no total tabla VI y Ag. d•slipidizado tablo Vll 

TABLA VI Especificidad del ant!geno total 

[ug/ml] Dil. Suero Valores por triplicado (O.O) Media 

100 l•~ 0.136 0.158 0.150 0.148 

so l: 128 0.335 0.348 0.351 0.344 

25 l: 128 0.358 0.360 0.363 0.360 

12.5 1:128 0.684 0.627 0.656 0.655 

6.2 l: 128 0.694 0.649 0.669 0.670 

3.l 1:128 o. 788 0.771 0.696 o. 751 

l.5 l: 128 0.865 0.941 0.881 0.895 

TABLA Vll Especificidad delJlntÍgéno deslipidizado 

[ug/ml] Dil. Suero Valoree por triplicado (D.0) Media 

100 1:128 0.135 0.122 0.124 0.127 

50 1: 128 0,348 0.324 0.321 0.331 

25 1:128 0.623 0.589 0.639 0.617 

12.5 1:128 0.870 o. 748 0.729 o. 782 

6.2 l: 128 l.165 l.002 0.999 l.050 

3.l l: 128 l.304 l.105 l.100 l.169 

1.5 l: 128 l.355 1.206 l.205 l.250 

Loe resultados presentan un coeficientes de variación de 4.091 

para el ontlgeno total y 6.95% para antígeno deslipidizado. 
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COMPARACION DE Ag. TOTAL Y Ag. DESLIPIDIZADO 

En el tranncurflo de nui:;tro estudio se trabajó parnle1nmente antígeno 

total y nnt!p,eno deslipidizado de Entomocba histolytico, con el objeto de 

establcer cuál de ellos proporciona al roer.todo mejores rmmltados, as{ 

como también para cstnblecer si ex:f ste entre ellos una correlación y si 

sus resultados 1mn significativos P.Rtndisticamr.nte. Parn nuestros 

rcsultndon de EI.lSJ\ p.:trn Ar,. total y Ag. d~sli¡>idb:.:u1olos tratamoi:t dr. er..-

presar de una forma en que ne relacionaran lns dos vnriables, ésto lo lo-

gramos cxpn~sar con el coeficiente de cot"n~lnción sil'lple: r 

ra( XY)- X y 
n 

n 

F.1 coí'.fici.~nte de correlnción simple ne llevó a cabo en una calcula-

dora TeJ:ag Instrument 57. 

Los resultndo¡:¡ mostraron los 2 tipos de antígeno fué un coeficientP. de 

correlación de r"" 0.91, que es acP.ptnble, con lo qut? dP.mostrnmnR que RÍ 

existe correlación entre la~ dos variables. 

Una prueba es significativa P.stadísticnmcnte, si el J?rror de r multiplicndo 

por dos, es menor que el valor dP. r,por lo tanto p c0.05 

r • O. 91 
1 

error de r -n:¡ :-,~~r - 0.142 

•rror de r (0.142 X ) • 0.2857 

Como 0.285 C: 0.91 los resultados son significativoA estadístic!!_ 

mente. 
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COHPARASION DE Ag. TOTAL Y Ag. DESLIPIDIZADO 
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o.so 1.0 
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Ag. DESLIPIDIZADO 
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COMPARACION DE ELISA E IHA 

Cuando la prueba de ELISA y la de hemaglutinaci&n indirecta se lleva-

ron a cabo en las muestras dP. los pacientes, no se observó una buena co-

rrelación como lo dr.rauentran 111s gráfica~ 1 y 8, y la comparación de los V!, 

lores dP. absorbencia y titulo• de IHA ( Tabla VIII) 

TABLA VIII 

ELISA D.O. 

0.4 - 0.49 

0.5 - 0.59 

0.6 - 0.69 

0.7 - 0.79 

0.8 - 0.89 

0.9 - 0.99 

1.0 - 1.19 

TABLA IX 

ELISA D.O. 

0.4 - 0.49 

0.5 - 0.59 

0.6 - 0.69 

0.7-0.79 

0.8 - 0.89 

0.9 - 0.99 

1.0 - 1.19 

Comparación de valore• de abAorbancia de ELISA y titu

las de IHA en 50 pacientes con 11.albiasiR invasivn. 

Antígeno deAlipidizado' 

256 512 1024 2048 4096 8192 16384 32768 65536 

1 1 

1 

l· 

l 

l 

l 

3 

2 

2 

2 

l 

l 

2 

1 

2 

8 

l 

l 

3 

1 

Comparación de los valores de D.O de El.ISA y título• de 

IHA en 50 sueros de pacientes cnn uibiaais invasiva. 

Ag. Total 

256 512 1024 2048 4096 8192 16384 32768 65536 

1 

l 6 1 2 

2 l 2 
3 3 2 1 1 

4 2 2 

l 

1 
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COKPARASION DE ELISA E IIL\ 
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Durante el establecimiento de las condiciQnes 6pti111as de la 

prueba de ELISA para detectar anticuerpos espec!cos anti EntB111oeba his

tolytica el problema más :Importante al c¡ue nos enfrentamos lo represen

to las reacciones inespec!ficas coorunmente denominadas de fondo o ruido 

Este problema. es más frecuente con el uso de loa sueros que con el CO.!!, 

jugado, y esto se debe s que el suero representa una poblaci6n he tero~ 

nea de anticuerpos y macromoléculas, Nosotros con el fin de disminuir 

al máximo liste problema trabajamos todas nuestras aueatras a una dilu-

ci6n de 1:1024 a la cuiíl la rcacci6n de fondo fué m!nima mientras c¡ue 

los valores de abSorboncia. pat'a sueros positivos fue alta. 

Después de haber optimizado las condiciones del sistema ELISA ta!!_ 

to para antígeno total y deslipidlzado,.4e . Entamoeba histolytica, se H!'. 

v6 a cabo en la poblaci6n en estudio. 

Se ha demostrado que en el suero de pacientes con amibiasis inva

siva la presencia de anticuerpos espec!ficos anti-amiba durante el cur

so de la enfermedad (2,4,,10,22), . La prueb':'. fuE. positiva en detectar an

;d~uerpos espec!ficoa anti Entamoeba hiat?lytica en todos los casos de 

amibiasis hep&tica estudiados. Mostrando valores de absorbancia promedio 

de O. 85 y O. 70 para antígeno dealipidizado y total respectivlUllente. 

De los 50 sueros control analizados 28% (14) presentaron valoreo.. 

de absorbancia menores de 0.1 y 56% (28) entre 0.1 - 0,19 , el 16% (8) 

entre 0.2 -0,29, con una absorbencia promedio de 0.135 para antígeno 

deslipidizado. 

Con ant!geno total el 76% ~8) moatraron ~alorea de abaorbancia 

de 0.1 - 0.19 y 24% (12) mitre 0,2 ~ 0.29 con Ull pro.dio de 0.158. 

Se ha mencionado c¡ue la sensibilidad de !!LISA en la detecci6n de . . 
anticuerpos especificos anti Entamoeba histolytica ea semejante al 

RIA (36) 

Cuando los resultados de ELISA'. fueron comparados con los obteni

dos con hemaglutinaci6n indirecta se obaerv6 que todos los sueros c¡ue 

fueron positivos por IHA lo fueron tambi&n por ELISA, pero la sensibill_ 

dad que mastr6 esta última durante la estandarizaci6n fue mayor, 
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Los dtuloa de anticuerpos especificas detectados por ELISA fueron 

mis altos que loa detectados por bemaglutinaci6n indirecta. 

La tEcnica de ELISA y la de IHA no mostraron una buena correlaci6n 

· 1a variaci6n que existe entre los resultados de ambas pruebas puede 

atribuirse a la cepa amibiana utilizada en la preparaci6n del antígeno, . . 
as! como de. los reactivos para llevarla a cabo, 

Tllllbien es poBible que ELISA e IHA detecten diferentes tipos de anticue!_ 

pos • Qtros trabajos mencionan (37,38,45) que los anticuerpos detectados 

por h"""'glutinaci6n indirecta y pruebas de látex pueden ser diferentes 

de los detectados por ELISA e IFA y pruebas de difusi6n en gel, 

Nosotros consideramos que se debe llevar a cabo más estudios en 

lo relativo a la preparaci6n del ant!geno amibijno con el que se adsor

ben las placas, en el ELISA que desarrollamos utilizamos como antíge

no la cepa llMl IMSS y en el equipo Comercia Cellognost Amoebiaais uú

lizan como antígeno la fracci6n soluble de la cepa HK9. estas diferencias 

en el origen del antigeno pueden influir sobte los resultados, 
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CAPITULO VI 

CONCLUSIONES 

Loa mEtodoa inmunol6gicoa y en particular los inlllunoenziúticoe 

pueden ser excelentes auxiliares en el diagn6atico de diferentes padecl, 

•ientos infecciosos y parasidrioa ya que por la aensillez y versatili

dad del sn5lisis pueden adaptarse a las necesidades de cualquier laboree 

torio cllnico. 

En el presente trabajo se establecieron las condiciones necesarias 

de un sistema de anlilisi inmunoenziln6tico ELISA de tipo indirecto adapt!. 

do a placas de 11icrotitulaci6n de poliestireno con el que se pretende 

llevar a cabo en forma sencilla, sensible y reproducible el serodiagn6s

tico de anticuerpos específicos anti Entiimoeba histolyUca en el caso · 

particular de la amibiasis invasiva. 

Se compar6 y e~alúo las ~entajas que proporciona al mEtodo el uti

lizar la misma cepa amibiana Hlll UISS tratada de diferente 11&nera, co

mo Antígeno total y an{{geno deslipidizado, 

F.n base a nuestros resultados podemos concluir que el análisis in

munoenzimático ELISA para detectar anticuerpos espedficoa con ambos an

t!genos proporcin6 buenos resultados, 

Se de111<>atr6 que El.ISA ee ..Se sensible que IBA en la detecc16n de 

anticuerpos especificos ya que mostr6 detectar titulo& de anticuerpos 

111ayores que he11Sglutinaci611 indi'CICta. Adem6s de su utilidad para adap

tarse a estudios seroepidemiol6gicos a gran escala. 

Se deben de llevar a cabo nuevas 1nvestigac:l.cmea relacionadas con 

el tipo de antlgeno amibiano que se utilice para adsorber las placas, 

En nuestro trabajo los resultados obtenidos con l!IOl>o• anti¡¡enos fueron 

satisfactorios, pero la bibliografía JDOnciona (37 ,38,45) que el utilizar 

como ant{geno la fracci6n soluble de la amiba, 6 una prote!na e•pec!fica 

purificada proporciona mayor sensibilidad al método, 
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Las pruebas serodiagnósticas en ocasiones como en la smibiasis 

invasiva son la única manera de diferenciar, mediante la detección 

de anticuerpos específicos un absceso hepático amibiano de uno p;!ógeno 

o de un tumor. Esta rápida diferenciaci6n scrológica puede ser def;lni

tiva para el inicio del tratllllliento, 
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