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RESUMEN

La infeccidn por gntsmoeba histolytica: @8 un problema de salud pibli~

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

que ocupa el décimo lugar como causa de mortalidad en su poblacién.

(6)

En el presente trabajo se establece un método serodiagnostico para de-
tectar anticuerpos especfficos anti-amiba, el cual se divide en dos partes,
la primera que es el establecer las condiviones necesarias para el desarro-
1lo de la t&cnica FLISA en la biisqueda de¢ anticuerpos clase IgG anti Enta--
moeba Histolytica en suero humano, teniendo como método de referencia la --
hemaglutinacifn indirecta.

En segundo lugar se evaliian las ventajas que proporciona al método el
utilizar antigeno de E. Histolytica HM1-IMSS tratado de diferente manera -
come Ag. total y Ag. deslipidizado.

Ya establecidas las condiciones Sptimas del ensayo inmunoenzimitico se
analizardn el mismo nimero de sueros (50) de pacientes sin diagnéstico de =
amibiasis y de pacientes con absceso hepditlico amibiano comprobado clinica--

wente (ultrasonido, IHA, radiograflfa).

Demostramos que ELISA como método serodfagndstico es un excelente auxi
Liar en la deteccidn de anticuerpos especificos en la amibiasis invasiva. =
Que es una prueba muy sensible, segura y adaptable a las diferentes necesi-
dades de cualquier laboratorio.

Bajo nuestras condiciones de trabajo se considerd un suero positivo a
amlbiasis invasiva con una D.O. superior a 0.42 (dos desviaclones standar -
por debajo de la media). Los resultados muestran que la reproducibilidad --
del analisis inmunoenzimitico se encuentra en el rango de aceptable como lo
muestran los coeficientes de variacidn obtenidos en el inter e itra ensayo
que para ambos tipos de Ag.



En relacidn a los dos tipos de Ag. utilizados en el andlisis inmuncengimf-

tico, se establecif una buena correlacién entre ambos r= 0.91.

Los resultados obtenidos en la comparacifn de los dos tipos de antige
nos no parece mostrar una diferencla significativa entre ellos, Por lo que
se deberfa de llevar a cabo mis estudios en relaciSn al tipo de Ag amibiano
para poder establecer cufil es el mejor tipo de antfgeno a ucilizar en un -
ardlisis inmunocenzimftico,

Ambos métodos ELISA y hemaglutinacibn indirecta detectan anticuerpos
contra Entamoeba Histolytica, pero ELISA demostr§ ser varlas vecesa mis --
sensible que IHA en la deteccién de titulos de anticuerpos especfficos.



 CAPITULO I

INTRODUCCION

0.1 AMIBIASIS Y EPIDEMIOLOGIA

La amibiasis se define como la condicidn de hospedar Entamoeba histo’

lytica con manifestaciones clinicas o sin ellas. (1)

Es la enfermedad parasitaria causada por Entamoeba histolytica ;

aunque existen otras amibas que parasitan al hombre ésta es la Onlca patd
gena para €1,siendo capaz de producir lesiones en el intestino y ocasionar
invasidén a tejidos extralntestinales.

La forma mids frecuente de la amibiasis es la intestinal, pero no se
debe creer que la enfermedad se limfta al aparato digestivo, puede haber
implicuciongs donde los pardsitos migren de la pared del Intestino a otras
partes cercanas o lejanas del organismo dando lugar a graves complicacilones
a nivel: pleural, hepdtico, cutdneo, y otros. (2,3)

Segln datos estimados en 1981, aproximadamente 480 millones de perso
nas fueron portadoras del prdsito en todo elmundo WHO 1969) (4)

La amibiasis es una enfermedad endémica que existe prActicamente en
todos los palses del mundo, pero existen zonas geoecondmicas que difleren
de la prevalencia de la infeccién e incidencia de la enfermedad tel es el
cago de Asia, Africa y América Latina que son seriamente infectados por
éste padecimlento. (5)

En M&@xico la amibiasie es up problema de salud piiblica muy importante
y ocupa el 10° lugar como causa de fallecinmientos dentro de la poblacidn.(6)
Estudios seroepidemioldgicos llevados a cabo en 1976 sefialan que el 6% de
la poblacidn estudiada presento enticuerpos, con lo que sc demostrd que

toda la poblacidén independientemente de su edad o sexo puede ger infectada
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y que los factores smbientales y socioecondmicos favorecen su propagacifn.

7.
C.2 UBICACION TAXCNOMICA

Eotamoeba histolytica es un organiswo clasificado dentro del reino
animal, sub veimo Protorzoa, phylum Sarcomastigophora, subphylum Sarcodina,
superciase Rizopoda, clase Lobosea, subclase Gimnazoebia, orden Amoebida,
suborden Tubulina, familia Entamoebidae, género Entamoeba. (B)

Forma parte de un conjunto de organiamos denominados amibas, que agru
pan especles heterogéneas filogen&ticamente que comparten la caracteristi~
ca de poseer una morfologla altamente variable. La familia comprende a:

Endolimax nana . lodameba bustschlif{ , Dientamoeba fragilis , separadas de

las amibas de vida libre fisegleria y Acantamoeba (8)

0.3 CICLO DE VIDA

Entamoeba histolytica presenta en su ciclo de vida cuatro etapas dig
tinguibles worfoldgicamente: fase activa de trofozofto, trefozofto en fase
prequistica, fase de gquiste y trofozofto en fase metaquistica. E} hombre
eg el hospedero natural, se infecta mediante la ingestidn de quistes via-
bles que pasan a través del tracto digestivo y en la porcidn baja del in-
testino delgado por accidn de jugos digertivos, se rompe la pared del quis
te, liberando una amiba metaquistica de cuatro nicleos que finalmente se
dividen en ocho trofozoftos pequefios uninucleados, diches trofozoftos se fi
jan a 1la pared del intestino, maduran y pasan a la fase de trofozofto ac~-

tivo, la fase principal de su ciclo de vida, en }a qQue presenta gran acti-



vidad fagocftica y pinocftica asf como alto grado de motilidad. Después
de un tiempo determinado, algunos trofozoftos debido a estinmulos no defini:
dos disminuyen su actividad y dejan de emitir pseuddpodos, el contenido va
cuolar y elementos visibles en el citoplasma dismiruyen y se radondesn apa.
reciendo una pared celular, &sta es la fase que se denomina quiste.

Los quistes se dispersan en las heces en grandes cantidades y para
que el ciclo comience de nueve necesitan ser ingeridos par wn hospedera

adecuado ya que su viabilidad es limitada. (8,9)
0.4  SUSCEPTIBILIDAD

No todos los individuos expuestos a la amiba desarrollan la enfeéme-
dad clfnica; ésto suglere que algunos individuos pueden ser mis resisten-
tes en forma innata, o que existan cepas patdgenas y cepas no patfgenas.
Sargeaunt y col en 1978 utilizaron las isoenzimas de los trofozoltos como
wayrcadores genéticos para diferenclar las 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 infeccidn, ya que pueden favorecer cambios en la flora
bacteriana ocasionando con €sto aumentar la capacidad del pardsito para
producir lesiones. (12)

Se ha observado que la invasividad de la amiba puede acentuarse cuan-
do se asocia a clertas infecclones bacterianas siendo 1 as mis comunes :

Echerichia coli enteropatdgena Eberthella thyposus, Salmonells v otras.(3,

12,13) Otros factores que han demostrado influir sobre la predisposicidn a
la infeecidn estan relaclonados con el origen geogrifico, estado inmune de

el hospedero, (13,14)
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En relacidn a la prevalencia de casos de ahscesos hepaticos amibia-
nos se ha observado que el sexo masculino es mids susceptible que el feme-
nino los factores responsables de la incidercia observada se desconocen,

pero, pudieran deberse a factores hormonales.(13)
0.5 AMIBIASIS INTESTINAL Y HEPATICA

Los tres aspectos clfnicos de la amibiasis son : Disenterfa amihia-
na aguda, Amiblasis crénica asintomitica y amibilasis invasiva.

Practicamente en todos los casos la infeccidn primaria en In amibia-
sis se localiza en el intestino. En estudios realizados post-mortem se en
contro” que el ciego y colon ascendente son los segmentos intestinales
afectados con mayor frecuencia; las razones de esta particular distribu-
cidn se desconocen. (15)‘

Hacroscopicamente la lesidn inicial de la amiblasis intestinal tiene
gran variac‘ic‘m morfoldgica; al inicio se obgervan lesiones puntiformes de
la mucosa con bordes hiperémicos, {ilceras de diferentes tamafios, frecuen-
temente existen zonas de necrosis superficial de la mucosa.

Hicrosciplcamente la lesiSn amibiana muestra abundante material ne~
crético mezclado con trofozofitos, la reaccidn inflamatoria ne es muy acen
tuada, frecuentemente la {ilcera se extiende debajo de la mucosa hacia 1la
submucosa; la necrosis puede llegar a capas musculares y hasta el perito-

neo. (14,15)

0.6 FORMAS EXTRAINTESTINALES

Perforacion intestinal : la forma de pasar del pardsito a la cavidad
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péritoheal es rompliendola ocasionando peritonitis aguda.

Amiblasis cutdnea: por extencidn, Esta complicacién generalmente se
localiza en la regidn perlanal y en los organos genitales,

4mibiasis hepitica : de las formas extraintestinales el organo mds
afectado es el higado, aceptandose la circulacidn portal como la mids co-
min para dicha diseminacidn. Es 1la complicacidn mis frecuente y grave
de la amibiasia intestinal. En el abscesio hepitico, el material necrdto~
tico esta constitufdo por el parfnquima hepdtico destruido por el efecto
histolytico de la amiba. En el higado la licuefaccién del material necrd
tico es mayor que en otros sitios por el gran tamafio que puede alcanzar el
absceso; el tamailo del absceso varia desde puntiforme hasta una colececién
que ocupa el 90 de el organo. En las dos tercras partes de los casbs el
absceso es nico y se localiza en el 1bulo derecho.

El cuadro clfnico es inconstante y muestra grandes varlaclones de
sintomas & signos, pero en la mayoria de los casos se ha asociado a dolor

en el costado derecho, hepatomegalia y flebre. ( 3, 15,16,17)

0.7 PATOGENIA

Entamoeba histolytica produce citdlisis por contacto sobre diversos ti
pos celulares ( linfocitos, PMN, monocitos, macréfagos)y células de 1fnea

CHO, Henle, 407, hepatocitos), pero los mecenismos efectores no se han dilu
cidado de manera completa. B

Se han hecho investigaciones sobre la patogenicidad de Entamoeba histo
lytica en relacidn con su habilidad para producir enfermedad en el huésped
se a dicho que las bacterias asociadas pueden exaltar el dafio que ocasiona
ademiis de la variedad de enzimas proleolfiticas que se han encontrado en el
trofozoito,

La adhesidn, la citSlisis por contacto ademis de la fagocitosis y las

enzimas se proponen como hipStesis para aclarar la patogénia de 1a amiba.{18)
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0.8 RESPUESTA INMUNE CONTRA Entamoeba histolytica

Una de las principales contribuciones que ha Influido significativa-
mente para el avance en el eskudto de 1a amibiagis, es la estandarizacidn
del cultivo ax@nico de Entamceba histolytica por Diamond {19), que nos
hace posible el tener un antfgeno especifico y puro,{20) que nos permite
estudiar diversos aspectos de este protozoario asi como la respuesta in-
mune del hospedero a la infeccién.

Entamoeba histolytica induce ambas respuestas inmunes, la humoral y

la celular, en el humano que la hospeda durante la amibiasis invasiva, pe
ro no se ha podido establecer cuales mecanismos son los responsables de
1limitar la invasidn, ya que se ha observado que en pacientes con colitis
amibiana pueden tener Infecciones repetidas, mlentras que paclentes que
hayan tenido un absceso hepitico amibiano es muy raro que se vuelva a pre
sentarse. (3}

Las manifestaciones clinicas y el grado de severidad que alcance la
amiblasls estardn determinados por el equilibrio entre los mecanismos de

defensa del hospedero y los de agresidn del pardsito.

a) INMUNIDAD HUMORAL

Un estudio seroepidemioldgico demostrd que en los pacientes con ami-
bilasis invasiva o absceso hepdtico amiblano, entre el 81-100% desarrollan

anticuerpos circulantes especificos clasee 1gG contra Entamoeba histolyti

ca , detectables después de una semana de la aparicién de los sintomas;
un hecho de gran interés, es que los anticuerpos especificos anti-amiba
persisten largo tiempo post-infeccidn , se ha reportado que puede ser de

2 a 5 afies(6,21)
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Durante la infeccidn los niveles de IgG especialmente la subciase
Ing se Incrementan siendo la clase de inmunoglobulina que predomina en
la respuesta inmune humoral, (22)

Se ha demostrade que las inmunoglobulinas anti-amiba ejercen un

efecto cltopitico sobre los trofozoltos de Entamoeba histolytica in -
vitro (23,24)

Estudios sobre el tema mostraron que los niveles de otras inmunoglo
bulinas, ai bién se observaron aumentadas, éste incremento es menos impor
tante, tal es el caso de la IgA e IgM. Los niveles de IgA se encomntraron
incrementados en la amibiasis intestinal, mostrando asi una respuesta in-
mune local de la mucosa intestinalmediante la detecciSn de coproanticuer-
pos, ( 25,26,27,28)

El complemento es otro factor inmune involucrado en la defensa del

hospedero contra Entamoeba histolytica. El suero de pacientes infectados

con altos titulos de anticuerpos contra Entamoeba histolytica son buenos

amebicidas, a través de la activacidn de la via cldsica y alterna del com
plemento . (29,30)

Sin embargo la experiencla clinica obgervada en el curso de la en-
fermedad demuestra que la respuesta inmune humoral que se dirige contra

Entamoeba histolytica en la amiblasis invasiva no parece limitar el ea-

tablecimiento de la infeccidn o de proveer adecuada resistencia a la in-
vasidn. La respuesta de anticuerpos especificos que regularmente se ob
serva en el suero tiene su mayor utilidad como marcador en el diagnésti
co de la enfermedad invasiva, especialmente en el absceso hepitico ami~

biano, (2,6,21,31)
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b) CORONAMIENTO DE ANTICUEKPOS

El wovimiento que muestra Entamoeba histolytica y sus propiedades
fagocIticas y pinociticas revelan un recambio en los componentes de su
memﬂrana. Estos eventos morfolSgicos nos hacen pensar que este protozoa
rio dispone de una actividad de membrana, que le permite deshacerse ri-
pidamente de cualquier ligandoe o partfcula unida a su superficie, ya
sea por desprendimiento o fapocitosis. Esta propledad podr{a ser un me
canismo de la amiba para evadir la accidn efectora del asistema inmumne.

Una rdpida redistribucién de ciertos componenetes de la superficie

de Entamoeba histolytica sigue a la interaccidn con una variedad de 11
gandos externos tales como : lectinas, anticuerpos especificos y otros.
Los anticuerpos reaccionan con los antigenos de superficie de trofozo{tos
vivos e inducieron una redistribucién de los componentes de superficie
hacia un polo de la c@lula de maneran andloga al coronamiente reportado
para los linfoecitos, El sitio de formacidn de los capuchones fué la re-

gidn del -uroide. En las cepas HML HK9 de Entamgeba histolytica ¥ en

Entamoeba invadens se mostrd que los capuchones se liberaron al medio co
mo - Vesfculas de 2-5um de difimetro compuestas de anticuerpos y componen-
tes de membrana de los trofozoftos; la liberacidn ne disminuyé la viabi-
1idad celular . (32)

La redistribucion normal de receptores y ant{genos en la superficie
de la amiba es uniforme, pero solo se lleva a cabo bajo condiciones Jpti-
mas de temperatura y concentracidn de ligandos. Es posible que ambas,
la rediscribucién de los antfgenos y la subscecuente liberacién del capu
chon se encuentren regulados por componentes del citoesqueleto, princi-

palmente por microfilamentos de actina, que se acumulan en la regidn del



“11-

" uroide en amibas coronadas.(33)
. Obgervacioner realizados en los que se utilizé la cepa NHI 200 y con-
centraciones menores de anticuerpon, mostraron que los anticuerpos, que se
unieron a la superficie en parte se liberaron al medio pero substancial-
mente se internalizaron-en los trofozoltos y se degradaron, pero no se li-
bararon al medio como capuchones. (34)

Pogiblemente la rdpida desaparicion del complejo antigeno-anticuerpo
de la superficie del pardsito puede volver a las amibas menos susceptibles

a la resapuesta inmune humoral.
€} INMUNIDAD CELULAR

LA interaccién directa entre las células inmunes y los trofozoltos es
uno de los aspectos mis importantes de la inmunidad celular en la amibia-
sis. Estudios iniciales in vitro mostraron que loa trofozoftos ejercie-
ron un efecto citotdxico directo a distancin sobre los leucocitos periféri
cos no sensiblilizados que provocaron 1isis y fagocitosis posterior. .
Unando preparaciones purificadas el resultado de la interaciidn con poli-
morfonucleares dependid de la relacién amiba/PMN y la virulencia de la ce
po de trofozofto utilizada. Los trofozoftos virulentos HML degtruyeron
a los PMN por un mecanismo dependiente de contacto a relaciones mayores
de 1000 PMN/ amiba sin pérdida de la viabilidad, Los PMN lograron des—

truir la amibas de virulencia intermedia también por mecanismos depen=

diente de contaco perdiendo la viabilidad y a los trofozoftos avirulen-
tos sin pérdida de la viabilidad. (5)
Algunos estudios han demostrado que en pacientes con absceso hepiti~

co amibiano presentan una adecuada proliferacidn en las respuestas de
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de intradermo reaccidn con ant{geno amibiano, prueba de la migracidn de

los macrofagos , accidén agresiva de linfocitos sensibilizados sobre trofo-

zoltos de Entamoeba histolytica. (2,14)




- CAPTTULO II

0.1 METODOS DE DIAGNOSTICO -
a) EN FORMA DIRECTA

Por la identificacién del organismo en las heces o en el material as-
pirado del absceso en el caso de la amibiasis hepitica. El exdmen de las
muestras debe hacerse por personal capacitado que sea capaz de distinguir
la amiba de entre otros protozoarios o helmintos, bacterias o levaduras

agY come diferenciar Entameba histolytica de otras amibas intestinales y

macroéfagos.
En el caso de la amibiasis intestinal, el diagndstico definitive lo

proporciocna la identificacién de Entamoeba histolytica en heces y en

biopsias .

La cnfermedad hepitica puede ser diagnésticada clinicamente, ya cuan-
do los abecesos se presentan, en el higado ocurre un alargamiento asimétri
co. El borde del 16bulo alargado usualmente es palpable y muestra doler
a la palpacidn. E1 18bulo derecho cs el mis comunmente infectado. Los
absesos son frecuentemente demostrads por exploracidn con radiografias,

ultrasenido y otros. (35)

b) &N FORMA INDIRECTA

Demostrando la presencia de antf{geno o anticuerpos especificos en el
suero y otros fluldos. Numerosos métodos seroldgicos se han desarrollado
para el diagnéstico de la amiblasis particularmente en la amibiasis inva-
siva. El mejor tipo de prueba InmunolSgica ha sido la deteccidn de anti

cuerpos especificos en suero.
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En estudins realizados para evaluar la sensibilidad de diferentes pruebas
srrologicns como Hemaglutinacion indirecta, inmunoelectroforesis,contra
inmuno electroforesis, inmunodifusién en gel de agar, aglutinacidn por
particulas de ldtex , entre otras, se ha reportado que la IHA es capaz
de detectar anticuerpos en el 95-100% de los casos de diagnéstico de abs-
ceso hepitico amibiano y de 85-95% en el caso de la enfermedad invasiva
intestinal. En relacién a la identificacién de portadores asintomiti-
cos de quistes se ha encontrado una gran variacién , dependiente de 1a
prevalencia del pardsito y de la enfermedad en su Area geogrifica.(5,6,7)
Aunque ne se ha demostrado la existancia de anticuerpos pro-

tectores en individuos que han sido infectados por Entamoeba histolytica,

la respuesta inmune en la amiblasis invasiva incluye una ripida aparicidn
de anticuerpos circulantes especIficos anti- amiba los cuales se pueden
detectar por los diferentes mdtodos inmunoldgicos antes mencionados THA,
aglutinacion en ldtex, inmunodifusidn, inmunoelectroforesis, contra inmu
noelectroforesis y wés recientemente se ha reportada la estandarizacidn
del anflisis inmunoenzimdtico EL I S A para la deteccidn de anticuerpos
espacificos anti- amiba, empleando diferentes fases silidas como son pla-
cas de microtitulacign de poliestireno, discos de pldstico, tubos de plas

tico, etc.. (36,37)
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"0, 2. "ANALISIS INMUNOENZIMATICO

En la década de los 70's se introdujo un importante avance en laa
técnicas para el diagndstico que utilizan reactives no isotdpicos. A la
fecha rl método mAs ampliamente utilizado es ELISA (Enzime Linked
Immunosorbent Assay) desarrollado independintemente en 1971 por Avrameas
y Guilbert; Engvall y Perlman; Von Weemen y Schurs.

Es uno de los procedimientos de diagndstico rdplde y mis empleado
en enfermedades infecciosas y parasitarias, é&sto se debe principalmente
a 1a versatilidad de la pruebas, la cudl nos permite poner de manifiesto

tanto anticuerpos como antigenos en 1iquidos bioldgicos. Este es una
alternativa realista al radio inmunoandlisis o a la inmunofluorescén?iu
ya que ha demostrade ser tan sensible y especifico como é&stos (36)

Algunas de las caracter{sticas que han hecho tan popular esta prue
ba son : su gran sensibilidad, su rapidez y el bajo costo en relacidn
con otras metodologfas disponibles, y la posibilidad de ser utilizada en
estudios a gran escala, ecpecialmente en gu versidn simplificada utilizan
do placas de microtitulacidn (Voller et.al, 1976). { 36,37)

El andlisis inmunoenzimdtico de tipo indirecto conslste fundamental-
mente en poner en contacto la muestra problema que fundamentalmente con-
tiene anticuerpos, con el antfgeno unido a la fase gélida, después de in
cubar y lavar se adiciona el segundo anticuerpo conjugado con la enzima,
se incuba y se lava posteriormente agregar el sustrate correspondiente ,
resultando la formacidn de un producto colorido cuya intesidad se mide en
el espectrofdtometro a la longitud de onda adecuada. (38)

De los diferentes tipos de ELISA disponibles el mids empleado es el
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de tipo indirecto. .En &ste se utiliza la fase s51ida recubierta con el
antigéno sobre el cuél se desea poner de manifiesto anticuerpos especificos.

(36,37)
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Desarrollo y estandarizacidn de un wmétodo

inmunoenzindtico ELISA, de tipo indirecto.

Determinacién de anticuerpos especIficos de

clage IgG anti Entamoeba histolytica en

muestras de suero humano.

Evaluar comparativamente dos fuentes de anti

geno de Entamoeba histolytica : antIgeno to-

tal y ant{geno deslipidizado, per medic del
andlisis inmunoenzimitico ELISA, tomando co-

mo método de referencia 1a hemaglutinacidn

indirecta.



CAPITULO IZ1

MATERIAL Y METODOS

O.1 OBTENCION DE MUESTRAS

Se analizaron 50 muestras de pacientes con dingndstico de amibiasis
invagiva comprobados por: radiogrffa, ultrasonid » serolégia, internados
en el Hospital Ceneral Cemtro Medico "La Raza" v en la Unidad de In-
fectologfa del Hospital General de México, $.5.A. Y 50 pacientes ambu-
lantes de la consulta externa del Hospital " La Raza " sin diagndstico de
amibiasis.

Las muestras se obtubieron mediante puncién venosa, incubando a 37°C
durante 30 min y centrifugando a 2000 rpm durante 10 min, para la elimina

cidn del codgulo.

0.2 PURIFICAGION DE ANTICUERPO IgG HUMANA Y ANTI IpG HUMANA POR CROMATO-

GRAFIA DE INTERCAMBIO I0NICO.(39)

Empleando dietil amino atil celulosa (DEAE-C) se aisla 1 (g6 del
suero. La resina es equilibrada a pH 7.5 en amortiguador fosfato salino
(PBS), en la cudl todas las protelnas séricas excepto la lg( es ligada.

El suero es predializado contra el mismo amortiguador, se mezcla con
la resina y el sobrenadante nbtenido es escencialmente la IgG.

Se activa el DEAE~-Celulosa en 1000 ml de HC1 0.5 N durante 15 mfn en
agitacidn, se lava con agua destilada y se coloca la resina en un amorti-
guador fosfato salino hasta que el pH del sobrenadante sea idéntico con
el amortiguador original.

Una vez activada la resina se pesan 17 g de DEA-E Celulosa Hdmeda y

se afiaden goteando 2.5 ml del suero. Se mantiene la mezcla a 4°C durante



1 hiy‘sn';en:rifug;:a 1600 rpm ‘durante 15 min, (EL Sdbreﬁddahée E;nu]fcon~f
éiéne escéncihlmente Ig6' B S
.  Se Eomprdbé la pureza mediante inmunoelectroforesis.

la matodologfa anterior se empleo para la purificacidn taito de igG ‘

humana cemo para la anti 1gG humapa desarrollada en cabra.

0«3 INMUNOKLECTROFORESIS

Este método permite clasificar a las protefnas de acuerdo a su movili
dad electroferética y actividad antigénica. Comprende dos fases suscesi
vas realizadas en agaresa: una electroforesis y una inmunodifusidn. (40)

Se practicaron dos pozos en el agar (SIGMA) (agarosa 1% en amortigua-
dor de barbital pH 8.8), depositandese en uno el suerc purificado(IgG puri
ficada) y en el otro pozo SNH. Se aplicd un campo electrico de 2 microam-
pers durante 90 min.

El campo electrico se interrumpe una vez que se has separado las pré-—
tefnas, entonces se introduce el antisuero polivalente (CAPPEL) , en un ca
nal cuyo eje es paralelo al de migracldn electrofordtica después de ésto,
se coloca an cimara hiimeda durante 24 h, en las cuidles difunden los antige

nos y el antisuero formindose bandas de precipitacién.

0.4 INMUNODIFUSION RADIAL SIMPLE

La finalidad de la inmunodifusién radial simple es la de identificar

la reaccidn antigeno anticuerpo, por una precipitacién en un medio semi-
s61ido donde el antisuero ha sido incorporado.
Se basa en la relacidn cvantitativa que existe entre la cantidad de

de antigeno depositado en un pozo horadado sobre la placa de agar-antisuero,
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y el anillo resultanto de precipitacidn. (41)
Por é&ste método se determind la concentracidn:de la inmunoglobulina G

humana purificada . Se ut1lizd un equipo comgréiai No}-Partigen (HOECHT=~

BEHRING)

0.5 PREPARACION DEL ANTISUERO

El anticuerpo contra IgG humana purificada sec prepard en una cabra ma
_cho adulta inoculando subcutfineamente en 4 sitios diferentes 2.5 ml de sus-
pensidin voldmen/volimen del anticurrpo [2mg/ml] y adyuvante completo de
Freund, con sensibilizaciones durante un mes., Se dejo descamnsar durante 1
semana a la cabra, se sangra y se verifica la existencla de anticuerpbs por
inmunoelectroforfisis. Una vez comprobada la produccidn de anticuerpos anti
IgG humana, se purificé la fraccidn IgG con resinas de intercambio.(DEAE-C)

El conteride de proteina del anticuerpe (antl IgG humana) fué cuntifi-~

cado por el método de Lowry. (42)

0.6 ACOPLAMIENTO DE ANTICUERPOS A PEROXIDASA DE RABANO PICANTE

Una vez comprobada la pureza de la anti IgG humana por ianmunoelectro-
forésis, se procedié A su acoplamiento con perdxidasa de rdabano tipo VI
(SICMA), sepin el método descrito por Avrameas y Terynck (43)

Se disnlvieron 10 mg de peroxidasa de ribano tipe RZ3 VI en 20 nl de
PBS 0.1M pH 6.8; se mezcld con 8 ml de glutaraldehfdo al 25%(para que re-
sulte al final al 1%Z) e incubd por 18 h a temperatura ambiente. Se filtrd
la muestra en una columna de Sephadex G-25 larga Particle size 20-80 Pharma
cia Chemicals) equilibrada con NaCl 0.15 M. Se colecté la peroxidasa en la

zona demayor coloracién, y se agregd 5 mg de anticuerpo especifico purifica
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do( por resina de intercamblo idnicoden un ml de NaCl o.15 M. Se adielo-
né 0.2 ml de amortiguader carbonato/biecarbonato 1M pH 9.5 ; se incubd a
4°C por 24 h y se detuvo la reaccidn con 0,2 ml de Lisina 1M pH 7.0 ¢
SIGMA), después de 2 h se dializé contra PBS frio.

Para conservar su estabilidad se mezcla coliimen a volimen con glice-

rol y se almacena a -70; es establs durante un afio,

‘0.7 TITCLACION DEL CONJUGADD (44)

Consiste en la titulacidn de una serie de diluciones del antigeno con
juagadn, contra otra serie de diluciones del anticuerpo counjugado .

Las diluciones del antigenn purificado (IgG humana) se iwniciaron con
una concentracidn de 10 ug/ml y se realizaron diluciones dobles en amor-
tiguador de carmnato 0.1M pll 9.6, efectuindose 8 diluciones[l0ug/ml a
0,0781 ug/ml] de las cudles sc depositaron 200 ul por poro de modo que va-
da hileraz horizontal fud llenada con la misma dilucidn. !'na ver recubierta
1a placa de microtitulacidn de poliestireno, se Incube durante lh a 37°C
y teda la noche a 4°C; se lavé 3 veces con PBS-tween.

Se realizaron diluciones dobles del anticuerpo ( anti IxG humana) con
jugada con pernxidasa de tdbano, partiendo de una dilucién de 1:500 hasta
1: 16000, con las cudles se llenaron las hileras verticales , teniendo asi
en cada hflera una dilucién diferente. El1 volimen depcsitado por pozo fué
de 200 ul incubando las placas durante 1 h a 37°C se repitieron 3 lavado-
dos con PBS-tween y a contlnuacién se adicionaron a todos les pozos 200 ul
de 1a solucidén de suirato ( ortn fenilen diamina SIGMA) en amortiguador de
fosfatos citratos pH 5.0 mas 10 ul de perdxido de hidrégeno 30%), e incu-

bando durante 30 min a 37°C después de lns cudles se interrumpid la reac-



~cion  con 50 ul de HZSOA 2.5 N . Las lecturas fueron realizadas en un
lector Technicon- MICRO ELISA a 492 nm'

El tftulo o dilucién de trabajo del conjugado enzimdtico es cuando
la lectura fué mayoer o igual a 1,0 de absorbancia.

El tftulo encontrade para el conjugado enzimitico preparado por nosg

tros fué de 1:2000

0.8 CRECIMIENTO Y CULTLVO DE HM1-IMSS

Los trofozoftos de Entamoeba histolytica cepa HM1-IMSS fueron creci-

das en tubos de vidrio y botellas de plastico. El medio empleado para el
cultivo fue el TYI~5-73 de Diamond.

Composicidn del medio TYI-S-33
Para 100 ml de cultivo:

Biotriptasa ....cocivinienie. 3.0

Clorure de Sodio sucierevnevee. 0.2
KHZPOA“"'"""""""""" 0.264
KZHPOA"""""'"""”""" 0.062 g
L~ Cistelng.coeiveviannninranss 0,10 g
Acido ascdrbico .o.ivivniii,.., 0.020 g
8

Citrato férrico amonio ...... . 0.003

g
Dextrosa cuvevsrssssiesecocen. 1.0 g
B
]

Se afora con agua destilada hasta 82 ml, se ajusta a un pH 6.8 1y se
esteriliza en autoclave 15 min a 15 lb. Se suplementa con 15 ml de suero

bovino inactivado y 3 ml de vitaminas.
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0.9kkPREPARACION DE- ANTIGENG DE Entamoeba histolytica

a) ANTIGENO TOTAL

Los trofozoitoas de Entamoeba histolytica cepa HMI-IMSS fueron obteni-
dos por crecimiento en cultivo axénico TYI-S-33 de Blamond en su fase logé—
ritmica (72-96h) . Loes trofozoftos cosechados fueron centrifugados a [200

. vpm  durante 10 min y posterinrmente lavados 6 veces son solucidn salina
fisfoldglca. Las células Fueron reuspendidas por asplracidn-reaspiracidn
con una pipeta Pasteur; se resuspendieron homogéneamente en un voldmen de-
finido y una gota de ésta suspencidn se deposité en una cimara de Neubauer.
Las células se contaron en los dos cuadrantes y el promedio de los trofozol
tos contados por cuadrante se multiplicé por 10“ . El sobrenadante se aspi
16 y se adlcfond una solucidn de lfsis{tritén X-100 0,5% V/V, N- etil ma-
leimida 0.002M; tris-HCLl 0.15M pH B.0 NaCl G.BSM). Los trofozoltos lisados
se dejaron en reposo durante 15 min en hielo y se centrifugaron a 3000 rom;

se resuspende la pastilla en solucidn salina fisiol8gica.

b) ANTIGENO DESLIPIDIZADG

El antigeno total se deslipidizé mediaonte la adicién de vlumen a vold
men de acetona; dejandose reposar en hielo durante 15 min; &sta operacién se
repite ] veces mis, en la dltima ya no se restituyd y la pastilla se dejd
secar a 37°C; dicha pastilla se resuspendid en un voldmen de 8SF y el con-
tenido de proteinas fué cuantificado por el método de Lowry para ambos ti-
pos de antigenos.

Nota: E1 volimen de solucifn de 1{sis utilizada fué tal, que al fipal

se tuviera una concentracidn de N-etil malimida de 1lmM por cada
millon de trofozoitos utilizados.
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1. EL1SA DE TIPO INDIRECTO PARA DETECCION DE ANTICUERPOS CLASE IgG ANTI-AMIBA

Una vez que el antigeno amibiano sc adsorbid a la fase sAlida, se la-~
v6 la placa 3 veces con amortiguador PBS-tween (3min cada lavado cén agita-
cidén). A continuacidn se adiciona a la placa PBS-BSA-Twecn para bloquear si
tios libres { evitando as{ la adsorcién inespecifica), adicionado 200 ul
por pozo durante 1 h, se lavd nuevamente 3 veces la placa con PBS_Tween y
se agregé 100 ul de la muestra problema ¥ se incubé Ih 4 37°C; se lava 3 ve
ces con PBS-tween , a continuacidn se adicionaron 100 ul del conjuzado enzi
mitico ( anti IgG humana conjugada con peroxidasa de rabano) a una dilucidn
de 1:2000 , se incubd durante 30 min a 37°C; se repiten los lavados con PBS
tween y se afaden 100 ul del sustrate enzimatico (orto fenilen diamino en

amortiguador fosfatos-citrato pH 5 y 10 ul de #,0, al 30%) incubandose du-

2
L)
rante 30 nin a 37 C durante 30 nin .
Finalmente se detuvé la reaccisn por la adicién de 50 ul de stOAZ.SN
y se ley& en un Technicon-MICRO ELISA a una longitud de onda de 492 nm,

El color es estable durante ! h.

1.1l HEMAGLUTINACION INDIRECTA

Esta prueba es un método sensible y reproducible para la deteccidn de
anticuerpos anti amiba. Los eritrecitos se sensibilizan con antigeno da
Entamoeba histolytica de la parte soluble de la cepa HK9, y son aglutinados
en presencia de anticuerpos especificos. ~

Se utilizs un equipo comercial para ésta determinacidn a los sueros de

los pacientes problema. Cellognost- Amoebiasis ( HOECHST-BEHRING).
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- 1.2 CUANTIFLCACION DEPROTEINAS

La determinacién de protefinas fud importante en el transcurso del estu
dio, ya que en diferentes etapas del miymo fué necesario conocer la concen
tracion del anticuerpo y/o antigdno. Para este propdsito se cmpleo el mé-

todo de Lowry.(42 )



1. 3 MATERIALES:

IgG PURLFICACION

DEAE-Celulosa (Dietil-amino-etlli-celulosa)
Papel Wattman

Hcl 0.5N
NaCl 0.5K

Buffer Fosfato Salino
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CONJUGACION DE LA ENZIMAL

Peridoxidasa de rdbano tipo VI Rz3
Buffer fosfato salino
Glutaraldehfde al 25%

Sephadex

NaCl

Lisina 1 M

Glicerol

PREPARACION DE ANTIGENO:

Inhibidores de proteasas: lodacetamida, N-etil maleimida
Buffer tris hidroxi amino metano

HCl

Triton X-1Q0

DETERMINACION DE PROTEINAS

NaC03 al 2% 0.1 N

NaOH 0.1 N

Cusgy .5 H20 al 1%

KNaCA“Loﬁ .4 HZO

c030H

Reactive de Folin-Giocalteus
Agua destilada.

ELISA

Placas de Poliestireno

Amortiguador de recubrimiento pH 9.6

Buffer fosfato salino -~ Tween 20 0.5%

Buffer fosfato salino - Tween 20 - BSA 0.5%
Amortiguador del sustrato pH 5.0

Conjugado de peroxidasa de rabano picante

Orto - fenilen ~ diamina

Ant{geno de la cepa HMI - IMSS, deslipidizado y total
Medio de cultivo axfnice para la obtencidn de antfgeno

IHA
Equipo comercial Cellognost - Amibiasis.
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REACTIVOS:

METODO DE- LOWRY:
Reactivo A: (solucidn Stock)

El reactivo A es una mezcla de tres soluciones Stock : A-1, A-2 v A~3.

A=l 2

Tartratoe doble de Sodic y Potasfo:

. 0 2
(KNaZC[.H!‘G6 Yy 2 HZ g
H20 destilada 100 mi -
Cu SO(. .SHzO R
uzo destilada ) 100 mi
A3

Na,C0, 20 g
NaOH 0.! N 1000 ml

Para preparar un volimen suficiente de reactivo para 25 determinaciones
agregar en un matraz erlenmeyer de 125 ml. las siguientes cantidades de reac
tivos.

Reactivo A-1 0.5 ml,
Reactivo A-2 0.5 ml.
Reactivo A-3 50.0 ml.

Reactive B :
Reactivo de Fenol (Folin-Ciocalteu 1.0 N).
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.AHORTIGUADOR DE RECUBRIMIENTO . pH 9.6 :

1.5

AMORTIGUADQR SUSTRATO pH 5.0

Acido citrico

NquPO[l

A 6.075 ml. de ac. cItrico se le adiciona 6.42 ml de Na
12,5 ml de agua destilada. Se ajusta el pH a 5.0

ORTO FENILEN DIAMINA:L .

Nn2603 - e o
NatCo, - 2938
Agua destilada " 1oqd,m;. :
AMORTIGUADOR FOSFATO — SALINO ( P, B. S,) pHT.4

NaCl 8.0.8
KHZPOA . ,sz, g
Na,HPO, 2711490 g

KC1 0.2 g
Agua destllada 1000 ml.
P.B,S. =~ TWEEN 20

PBS pll 7.4 1000 wl.
Twecn 20 5 ml.
P.B.S, — BSA

PBS pH 7.4 1000 ml.
Albumina s&rica bovina 0.5¢g

1.92 g/ 100 ml
2.86 g/100 ml

HPOI‘ y

40 ug de orto fenflen diamina se disuel"ren en 100 ml. de amortiguador

citrato ~ fosfato pH 5.0 mnds 40 ul de H 02 al 0%

2
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CAPITULO IV

RESULTADOS

PURIFICACION DE IgG HUMANA

La inmunoglobulina G del suero humano se purificd predializando el sae
ro contra el mismo amortiguador y mezclando con la resina activeds (DEAE-
Celulosa). El sobrenadante final que contiene esencialpmente Ia Igfi, se ana
1128 por inmuncelectroforasis para probar su pureza.

El antisuero normal humano, al provarse con la 1gG humans puriffrada
por inmunoelectroforesis solamente reconocic una sola pro:.ein.a marifestan-
dola por el arco de precipitacidn que se observa en la fig 1, en caabio con
el suero norma humann SNH se observaron varias protelnas de acuerde con el

nimero de bandas de precipitacidn

Fig. No 1.~ Inmunocelectroforeis de IgG humana parificada
Donde : l.- Suerono NOrmal Humane
2.~ Antiguero polivalente (CAPPEL)

3.~ IgG humana purificada
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PURIFICACION DE LA ANTI IgG HUMANA

Utilizando el wétodo antes deserito para la purificacién de IgG huma-
na, se separd la fraccidn IgG del suero de la cabra, ( el cudil contiene an
ticuerpos anti IgG humana), verificando su pureza mediante inmunoelectro~

forésis.

La anti IgC humana reconoce una sola protefnn en el suerc normal huma

no demostrandose por una banda de precipitacién.

Fig. 2.~ Inmuncelectroforesis de anti IgG
humana purificada
Donde: 1.- Suero normal humano
2.~ Anti IgG humana desarrollada en
cabra.

3.- 1g6 humana purificada
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CONTRA INMUNOELECTROFORESIS DE ANTIGENO TOTAL Y DESLIPIDIZADO

Los trofozoltos de Entamoeba histolytica tratados como antigeno to-
tal y deslipidizado se comprobd su reactividad con sueros de paclentes
con absceso hepitico amibiano a los cudles se les habfa comprobado el diag

ndstico por IHA, ultrasonido ¥ contrainmuno electroforésis.

Fig. 3.~ Contrainmunoelectroforésis de los
antfigenos total y deslipidizado con
sueros de pacilentes con absceso hepa
tico amibiano

Dondes 1.- Suerec de paciente con AHA
2.- Antigeno deslipidizado de E. histolytica
1'.-Suero de paciente con AHA

2'.-antfgeno total de E. histolytica
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CUANTIFICACION DE PROTEINAS

La concentracidn protéica del material antigénico de los trofozoltos

de Entamnebs histolytica _ ce determind por ol mitodo de Lowry, obtenién-

dose una curva estandar, (grafica N°1) la cudl se realizd a concentracio~
nes que variaron de 25 ug a 100 ug/ml de albdmina humana, encontrandose
una concentracidn de antIgeno amibiano de U.82 mp/ml para el antigeno des-
lipidizado y 1,62 np/ ml para antigeno total,

El coeficiente de correlacidn de la curva estdndar para proteinas

por &éste método, leido a una longitud de onda de 500 nm fue de: r=0,9997

TITULACION DEL CONJUGADO ANTI IgG- PEROXIDASA DE RABANO

La dilucidn del conjugado cuya lectura Fue = a 1.0 en unidades de
absorbancia fue de 1:2000 y &sta dilueidn se utilizd en todos los experimen

tos de ELISA

ESTANDARIZACION DEL ENSAYO INMUNOENZIMATICO

a)Determinacion de la concentracién Gptima de Antigeno

Se ensayaron diferentes concentraciones de antfgeno total y deslipidi

zado de Fntamoeba histolytica adsorbidos en las placas, qua variaron des-

de 1,5,10,25 ug/ml, los cudles se disolvieron en amortiguador de carbonato
pH 9.4, adictonando a las placas 100 ul/ pozo; la dilucién de trabajo tan-
to para los testigos positives v nepgativos fué de 1:1024.

Los mejores resultados se encontraron en la concentracidn de 10 ug/ml

para ambos tipos de ant{genos (grafica N° 2) en donde se aprecia que a con



-34-

CURVA ESTANDAR PARA LA DETERMINACION
DE PROTEINAS
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DETERMINACION DE LA CONCENTRACION OPTIMA DE
ANTEGENO ADSOREIDO DE Entamoeba histolytica

U

—f {uz/ml]
10 15 20 25

GRAFICA 2 Ag. Deslipidizado
----- Ag. Total



Eéhéfacionés7 mayores de 10 ug/ml de antfgeno, los valores de D.0 no mues-
“tran aymento considerable y si una pequeiia disminuciSn en-las lecturas de
“D.0,- Por ello la concentracién de antIgeno se conservd en 10 ug/ml para

ger utilizada en la preparacidn de las placas para los experimentos pnste-

riores.

b) Determinacidén de la dilucidn &ptima de los sueros

Para determinar la dilucidn de trabajo tanto para sueros positivos co
mo negativos, se mantuvn constante la concentracidr del antigeno adsorbido
[10 up/ml] y se realizaron diluciones dobles der los sueros a probar; en el
caso de los sueros positivos partiendo de una dilucién de 1:32 hasta 1:65000
1:65536 y para los sueron negativos iniclando de 1:16 hasta 1:204B.{griafica
N° 3,4), donde observamos el efecto de la dilucidn doble en los valores de
D.0. tanto para sucros positivos como negativos. En base a los resultados
mostrados ¥y con el fin de simplificar el trabajo se selecciond un sola di-
lucidn para probar los suerus de pacientes por el método de ELISA, que en

nuestro caso fué de 1:1024,

ELISA EN EL SUERQ DE SUJETOS CON DIAGNOST1CO DE AMIBIASIS INVASORA Y

PERSONAS NORMALES

Despuée de haber optimizado las condiciones del sistema ELISA tanto
para antigeno total como para el deslipidizado se llevé a cabo la prueba
en muestras de suero normales y con los de diagnéstico de amibiasls inva-

slva a una dilucddn de 1:1024 . Los resultados se muestran en la tabla

y grifica 5y 6
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DETERMINACEION DE LA DILUSION OPTIMA
DE LOS SUEROS
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De los 50 sucros probados de sujetos normales con antfgeno total 38
(76%) muestran valores de D,0. entre 0,1 - 0.19 , 12 (24%) entre 0.2-0.29,
Con antfgeno deslipidizado 14(28%) muestran valores de D.0 = 0.1, 28

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

TABLA 1 Valores de D.0. de las 50 muestras ensayadas de los
pacientes con amibiasis comprobada clinicamente, los
valores se distribuyen de la siguiente manera para

ambos tipos de antigenos

Ag. Deslipidizado. X Ag. Total R

0.4 - '0.49 PP 3 6
0.5 - 0.59 5 10 11 2
0.6 - 0.69 2 4 9 18
0.7 - 0.79 10 20 14 28
0.8 - 0.89 11 22 8 16
0.9 - 0.99 12 % 3 6
1.0 - 1.19 8 16 2 4
REPRODUCIBLLIDAD

El ensayo {nmuncenzimitico ELISA ge realizd bajo las condiclones des-
critas en métodos y su reproducibilidad intra ensayo con antigeno total se
muestra en la tabla IT y variacidn inter ensayo en la tabla III,

La reproducibilidad del ELISA con antigeno total muestra un coeficlen

te de variacidn aceptable,
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RESULTADO DE ELISA DE 50 SUJETOS CON AMIBIASIS
HEPATICA Y 50 SUJETOS CONTROI, A DIL 1:1024

D.o.
492 nn)l‘”

1.04 . e e - .
0.91 ¢ - . . - . .

: X =0.652
0.8 . . . 5:C.175

0.14 . : *
0.6 4
0.5 - .
0.4 4
0.3 4
0.2 4 . s en v v, .
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RESULTADO DE 50 SUJETOS CON AMIBIASIS HEPATICA
Y 50 SUJETOS CONTROL A DIL.

PRUEBA DE ELISA

1:1024

07
0.6
0.51
[eX]
0.3
0.2

O.4

GRAFICA &

+Ag., Total

R= 0.707
s: O.14
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fABLA 11 : , Reproducibilidad de los valores de D.0. de una muestra

probada por triplicado a diferentes diluciones.

Intraengayo

Diluridn Valores por tripli.:ado (p.0.) Media
1:32 1.497 1.498 1.504 1.49
1:64 1.420 1,410 1.390 1.40
1:128 1.324 1.302 1.290 1.30
1:256 0.926 0,545 0.933 0.93
1:512 0.749 0.803 0.772 0.774
1:1024 0.695 0.684 0.657 0.678
1:2048 0.582 0.564 0.545 0.573
1:4096  0.475 0.427 0.452 0.451
1:8192 0.398 0.384 0.408 0.396
1:16384 0.200 0,193 0. 206 0.199
1332768 0.104 0.111 0.109 0.108
1:65536  0.092 0.099 0.095 0.095

El coeficiente de variacién en la reproducibilidad con antfgeno

total fué de 2.682

TABLA 1II Densidad Sptica de"una muestra probada a una dilucién de

1024, en diferentes ensayos durante un mes.
Inter ensaya

Dias .

Interensayo valores por triplicado(D.0.) Media
1 0.699 0.706 0.691 0.698
7 0.708 0.715 0.689 0.705
14 0,652 0.657 . 0.693 . 0.697
21 0.701 0.708 0.712 0.707
28 0.685 0.696 0.703 0.694

El coeficiente de variacion inter ensayo con antIgeno desli
pidizado fué de 1.53%
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La Réﬁro&dcibilidad observada para el antfgeno deslipidfzado se obser—

‘va en.la tabla IV y su variacldn inter ensayo en la tabla V

TABLA 1V Reproducibilidad de los valores de D.0. de una muestra
probada por triplicado a diferentes diluciones

Intra eansayo

Dilusfon Valores por triplicado (D.0.) Media
1:32 1.733 1.730 1,732 1,731
1:64 1.578 1.563 1.569 1.570
1:128 1.561 1.549 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 0.256 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 0.057 0.081  0.087 0,088

El coeficlente de varlacidn en la reproducibilidad
con antigeno deslipidizado fué de 4.03%
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TABLA V Densidad Gptica de una muestra ensayada a una dilusidn de
1:1024, en diferentes efsayos durante un mes.

Inter ensayo

Dias Valores por triplicado (D.0) Media
Interensayo
1 0.801 0.822 0.790 0.804
7 0.839 0.825 0.901 0.855
14 0.867 + 0.903 0.892 0.887
21 0.829 0.837 0.827 0.831
28 0.852 0.842 0.849 0.847

El coeficiente de variacién inter ensayo con antfgeno
deslipidizado fud@ de 2.01%
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ESPECIFICIDAD

Para demostrar que los anticuerpos detectados en nuestro andlisis gon
espeefficos anti amiba, sr realizd el siguiente experimento; tanto para el
antigeno totalcomo para el deslipidizado se prepararon diluCiomes dobleﬁ
seriadas en SSF iniciado de una concentracidn de 100 ug/ml hasta 1.56ug/ml
depositando 250 ul de cada una de ésta concentraclones de antigenc en tu-
bos de 13x150 a los cudles se les adiciond un volimen de 250 ul de un tes-
tigo positivo a una dilucidén de 1:128 ; se incubd 37°C durante 30 min,
tranacurrido este tiempo se probd la reactibidad del suero absorbido con
el antigeno en el paro anterior ( con un ELISA de tipo indirecto para de-
tectar antlcuerpos anti amibia),en el sobrenadante. Los resultados ;e

expresan en las tablas VI yVII

Nuestros resultados demuestran que cusnndo sxiste axceso de antigena

, las lecturas en absorbancia son menores, ya que todos los anticuecrpos se

encuentran bloqueados, en camblo cuando se tiene un exceso de anticuerpo
las lecturas de abserbancila aumentan ya que estos pueden ser detectadas

por el método de ELISA.
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ESPECIFICIDAD

El anilisis se realizd bajo las condiciones descritas en métodos para
demostrar 1los anticuerpos espec{ficos anti amiba por ELISA con antige
no total tabla VI y Ag. deslipldizado tabla VIL

TABLA VI  Egpecificidad del antfgeno total

{ug/ml) Dil. Suero Valores por triplicade (D.0) Media

100 . Ly 0.136 0.158  0.150  0.148
0 1:128 0,335 0,348 0,351  0.344
25 1:128 0.358  0.360  0.363  0.360
12.5 1:128 0.684 0.627 0.656 0.655

6.2 1:128 0.69%  0.649  0.669  0.670
.1 1:128 0.788  0.771  0.696  0.751
L5 1:128 0.865  0.941 0,881  0.895

TABLA VII Especificidad delant{géno deslipidizado

[ug/ml] Dil. Suero Valores por triplicedo (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 0.748 0.729 0,782
6.2 1:128 1.165 1.002 0.999 1.050
3.1 1:128 1.304 1.105 1.100 1.169
1.5 1:128 1,355 1.206 1.205 1,250

Los resultados presentan un caeficientes de variacién de 4.09%

para el antfgeno total y 6.95% para antigeno deslipidizado.



COMPARACION DE Ag. TOTAL Y Ag. DESLIPIDIZADO

En el transcurso de nustro estudioe se trabajd paralelamente antigeno

total y antipeno deslipidizado de Entamoeba histolytica, con el objeto de

establcer cual de ellos proporciona al meftodo mejores resultados, asi
como también para establecer sl existe entre ellos una correlacidn y si
sus resultados son significativos estadisticamente. Para nuestros
resultados de ELTSA para Ap. total y Ag, deslipidizadolos tratamos de er-
presar de una forma en que se relaclonaran las dos variables, dsto lo lo-

gramos expresar con el coeficlente de correlacidn simple: r

El coeficiente de correlacion simple se llevd a cabo en una calcula-
dora Texas Instrument 57.
Los resultados mostraron los 2 tipos de antigeno fué un coeficiente de
correlacidn de r= 0.91, que es aceptable, con lo que demostramns que si
existe.correlaciﬁn entre las dog variables.
Una prueba es significativa estadisticamente, si el error de r multiplicado

por dos, es menor que el valor de r,por lo tanto p ¢0.05

r = 0,91 1
error de v tnl i~ 0142

ervor de v (0,142 X 2 ) = 0,2857
Como 0.285 < 0.91 los resultades son significativos estadistica

mente.
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COMPARACION DE ELISA E IHA

Cuando la prueba de ELISA y la de hemaglutinaci&n Indirecta se 1leva-

ron a cabo en las muestras de los pacientes, no se observd wuna buena co-

rrelacidn como lo demuestran las griaficar 7 y B, y la comparacidn de los va ~

lores de absorbancia y titules de IHA ( Tabla VIII)

TABLA

ELISA
0.4 -
0.5 ~
0.6 -
0.7 -

0.9 -
1.0 -

TABLA

ELISA
0.4 -
0.5 -
4.6 -
0.7 -
0.8 -
0.9 -

VIII

D.0.
0.49
0.59
0.69
0.79
0.89
0.99
1.1%

D.o,
0.49
0.59
0.69
.79
.89
0.99
1.19

Comparacidn de valares de abnorbancia de ELISA y titu-

los de IHA en 50 pacientes con amibiasir invaziva.
Antfgeno deslipidizado’

256 512
1 1
1

[ 1 .

1024

W B e R e

2048

4096
1

8192

@ N M N e ke

16384

32768 65536

Comparacién de los valores de D.0 de ELISA y tftulos de

IHA en 50 sueros de pacientes con amibiasis invasiva.

Ag. Total
256 512

1024 2048 4096 8192 16384 132768 65536

1

o wWN

1

N WD

1

[CIS I S
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COMPARASION DE ELISA E TIHA
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Durante el establecimiento de las condiciones Sptimas de la
prueba de ELISA para detectar anticuerpos especfcos anti_Entamocba his-
tolyrica el problema mfis importante al que nos enfrentamos lo represen—
to las reacciones fnespecfficas comunmente denominadas de fondo o xuido
Este problema es mfs frecuente con el uso de los suercs que con el con
jugado, y esto se d-ebe a que el suero Trepresenta una poblacifn heteroge
nea de anticuerpos y macromolfculas, Nosotros con el fin de disminuir
al mfiximo Este problema trabajamos todas nuestras muestras a una dilu--
cién de l:iOZA a la cudl la reacciSn de fondo fuf minima mientras que

los valores de absorbancia para sueros positivos fue alta.

Despu€s de haber optimizado las condiciones del sistema ELISA tan
to para antfgeno total y deslipidizado:de . Entamoeba histolytica, se lle
" v6 a cabo en la poblacifn en estudio.

Se ha demostrado que en el suero de pacientes con amibiagis inva-
siva la presencia de anticuerpos especIficos anti~amiba durante el cur-
80 de la enfermedad (2, 4,10 22) La prueba fué posltiva en detectar an-

‘tteuerpos especfficos anti Entnmoebn histolytica en todos los casos de

amibiasis hepAtica estudiados. Mostrando “Jalores de absorbancia promedio
de 0.85 y 0.70 para antfgeno deslipidizado y total respectivamente.

De los 50 sueros control analizados 28% (14) presentaron valores-
de absorbancia menores de 0,1 y 56% (28) entre 0.1 - 0,19 , el 167 (8)
entre 0.2 -0,29, con una absorbancia promedio de 0.135 para antfgenc
deslipidizado.

Con antfgenc total el 76X ¢38) mostraron ‘.(alores de absorbancia
de 0.1 - 0.19 y 24X (12) entre 0.2 ~ 0.29 con un promedio de 0.158,

Se ha menci_onudo que la sgnsibilidad de ELISA en la deteccifn de
anticuexpos especificos anti Ex'\tu:.mét;a histol).:tix;.a es semejante nl
RIA (36)

Cuando los resultados de ELISA’. fueron comparados con los obteni-
dos con hemaglucinac:l&n indirecta se obaervé que todos los sueros que
fueron positivos por IHA lo fueron también per ELISA, pero la sensibili
dad que mostrd esta Gltima durante la estandarizacién fuf mayor.



54

Los tftulos de anticuerpos especificos detectados por ELISA fueron
n_is altos que los detectados por _hemaglutinacién indirecta.

La t€cnica de ELISA y la de IHA no mostraron una buena cerrelacifn
‘la variacifn que existe entre los resultados de ambas pruebas puede
atribuirse a la cepa amibians utiliznda en la preparacién del antfgeno,
as{ como de los reactivos para llevarla a cabo,
Tanbien es posible que ELISA e IHA detecten diferentes tipos de anticuer
pos . Qtros trabajos mencionan (37,38,45) que los anticuerpos detectados
por hemaglutinacién indirecta y pruebas de ldétex pueden scr diferentes
de los detectados por ELISA e IFA y prucbas de difusiSn en gel,

Nosocroa consideramos que se debe llevnr a cabo mﬁs estudios en
lo tel.atl.vo a la pteparaci&n del anc!geno amibiino con el que se adsor-
ben las placas, en el ELISA que degarrollamos utilizamos como antige-
no la cepa HML IHSS y en el equipo Comercifa Cellognost Amoebiasis .ut'i-
lizan como antfgeno la fraccidn soluble de la cepa HK9, estas diferencias
en el origen del antigeno pueden influir sobte los resultados,
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" CAPITULO VI

CONCLUSIONES

Los mEtodos inmunolSgicos y en particular los immunoenzimSticos
pueden ser excelentes auxiliares en el diagnSstico de diferentes padeci
nlentos infecciosos y parasitfrjos ya que por la sensillez y venatili-
dad del anflisis pueden adaptarse a las necesidades de cualquier laborae
torio ¢lfnico.

En el presente trabajo se establecieron las condiciones pecesarias
de un sistema de anélisi inmuncenzimftico ELISA de tipo indirecto adapta
do a placas de nictoucuhcﬁn de poliestireno con el que se pretende
llevar a cabo en forma aencilln, sensible y reproducible el serodiagnbs~
tico de anticuerpos especificos anti Entamoeba histolytica en el caso °
particular de la amibiaais :l.n\‘vuiva.

Se comparb y evalGo las w;-entajns que proporciona al wé€todo el uti-
lirar la mispa cepa amibiana FML IMSS tratada de diferente wmanera, co-
mo  Antigeno total y antfgeno deslipidizado,

En base a nuestros resultados podemos concluir que el andlisis in-
munoenzimitico ELYSA para detectar anticuerpos especfficos con ambos an-
tIgenos proporcinS buenos resultados.

Se demostrS que ELISA es mfis sensible que IHA en la deteccifn de
anticuerpos especificos ya que mostrS detectar titulos de anticuerpos
mayores que hemaglutinaciSn indirgcta., Ademfis de su utilidad para adap-
taxge a estudios seroepidemioldgicos a gran escala.

Se deben de lleﬁ: a cabo nuevas 1n"4estigac1mu relacionadas con
el tipo de antfgeno amiblano que se utilice para adsorber las placas.
En nuestro trabajo los resultados obtenidos con smbos antigence fueron
satisfactorios, pero la bibliograffa menciona (37,38,45) que el utilizar
come antigeno la fraccién soluble de la amiba, § una protefna especifica
puxificada proporciona mayor sensibilidad al método,
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Las pruebas serodiagndsticas en ocasicnes como en la amiblasis
invasiva son la {inica manera de diferenciar, mediante la deteccidn
de anticuerpos especificos un absceso hepdtico amibiane de uno pidgeno
o de un tumor. Esta rdpida diferenciaciSn sercldgilca puede ser defini-

tiva para el inicio del tratamiento.
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