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RESUMEN

La amibiasis, producida por las formas moviles {trofozoitos
o amibas) del protozoario paraSito E. histolytica, es ura de
las principales infecciones gque afectan a la poblacion de
nuestro paf;. No existen datos precisocs sobre la
epidemiclogia de la amibiasis. Parte de la falta de esta
informacion se debe a la carencia de wmetodos de diagndético
caonfiables, téknicamente simples, baratos, pré&ticns ¥y Cuyos
reactivos y equipo esten al alcance de laboratorios de pocos
recursos. El prnpésitu del presente proyecto de
investigacion fue montar y estandarizar el metodo dot-ELISA
para la deteccion de anticuerpos antiamibianos, gQue
satisfaga los requerimientos mencionados para el diagna%ticu
5eroldgico de amibiasis. Para montar el sistema dot-ELISA
llevamos a cabo varias etapas: 1) Purificacion de
inmunocglobulina G s€rica humana {IgGH} por crnmatngraf{a
hidrofobica y de intercambic idnico, para 2) inmunizar
caenejos y producir un antisuero, que 3) purificawmos por
cramatografia de afinidad en una columna acoplada a IgGH ¥
obtener los anticuerpos de conejo anti IgGH {(IgGCwiIgGH),
para 4) acoplarlos a la enzima peroxidasa de rabana {HRP} 3}
S) El antfgono amibiano se obtuvo de E. histolytica
cultivada axenicamente en nuestro laboratorio v &) se

adsorbioc a membranas de nitroceluleosa gue sirvieron de

XX



soporte en la prueba. Definimos las siguientes condiciones
del ensayo: &) cantidad de antigenc inmovilizados b)
dilucion vy wvolumen del suero problemaj c) conceatracién ¥
volumen de la IgGCwIglGH conjugada con peroxidasa y d) el
tiempo de la reaccion enzimatica. Una vez optimizado el
sistema dot-ELISA, definimos su sensibilidad y especificidad
v lo cowmparamcs con el wetodo de ELISA clasico. Usamos
cuatro sueros de personas sanas y otros cuatro de personas
con absceso hepatico amibiano, los cuales habian sido
previamente titulados por el metodo de ELISA clasico.
Encontramos gue 1os sueros de personas sanas {(controles
rnegativos), desarrocllaron color en los primeros pozos hasta
las diluciones 1:100 y 1:200, por lo gque los inversos de
tales dilucicnes {(100-200) fueron consideradas como los
titulos al puntoc final de los sueros normales. Los cuatro
sueros restantes (controles positivos), desarrollaron color
en las diluciones 11600 {dos), 1:800, vy 1:12400,
respectivamente. Los t{tulos obtenidos para los sueros
positivos vy negativos con nuestro métado correspondieron
aproximadamente a los gue kabian sido obtenidos previamente
con un ELIBA clasico en el que se usaron diluciones seriadas
de S en S. Concluimps gque nuestro sistema Dot-ELISA permite
titular de manera répida vy confiable a los anticuerpos
s€ricos anti Entamoeba histolytica, empleando como antigero
ern cada ensayo 3 X 10% amibas estables indefinidamente gue

se encuentran fijadas con glutaraldeh{do y adsorbidas a un

XX



area circular de 4 wm de diametro en una membrana de
nitrocelulosa, el segundo anticuerpo dilufdo 1:300 y la
mezcla de reaccion incubada en presenciaz de BSA al 1% para
eliminar reacciones positivas falsas y el fondo
inespeci#fﬁn. Es un metodo rapidoc {(toma alrededor de 2
horas) v se lleva a cabo a temperatura ambiente. La
titulacic; al punto final de los suercs probados se lee
directamente, sin necesidad de eguipo adicicnal. Su
sensibilidad v especificidad son similares & los del ELISA
ciasico vy por lo tanto mayores que las de otros metodos
servnlégicns gque se emplean rutinariamente para el
diagndstico, como la contrainmuncelectroforésis y 1a

fijacidn del complemento.
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I. IMTRCODUCCION

A, Parasitismoc ¥y parésitos {Brown vy Neva, 1983 y Donaldson,

1977}

La parasitnlﬁgfa estudia & los organismos 1lamados Qaragitos
que habitan temporal o permanentemente, sobre o dentro, ¥y a
expensas de otros organismos vivos ihuéspedeai con los
cuales interaccionan.

En la simbipsis hay una asociacion permanente de dos
organismos que no pueden ewxistir independientemente. En el
mutuzlismo, awbos organismos son beneficiados y en el
comensalismo una de las partes es beneficiada y la otra no.

El término parasito es sin embargo aplicado al
organismo gue se asienta en el huésped y s5€& alimenta del
miswo, obtiene y recibe todo el beneficio de la asnciaci&h.

El hué%ped puede © no sufrir desordenes orgaﬁicos o
funcionales causados por el parasito. Un g;;ggg;éhi&g vive
fuera {infestacion! vy un endogarésigg vive dentro del
hdesped tinfeccion). Un para%itc es facultativo cuando puede
tener una existencia libre o parasitica, y obligado cuando
reside permanentemente y es completamente dependiente del

hiesped. Un parasitc es incidental cuandc se establece en un



huésped en €l cual no vive crdinariamente. Un pardﬁito
temporal es libre parte de su existencia y recurre a su
huesped intermitentemente para obtener alimento. Un parasito
permanente se asienta socbre o dentro del huéspad &n su
madurdz o su vida entera. Un parasito gg;gﬁggg causa daAo
por sus actividades mecanicas, traumsticas o toxicas. Un
parasito coprozoico es una especie foranea Qgue pasa a traves
del tractoc alimentaric sin infectar al huésped.

La transmisicn de parasitos incluye tres factores: 1)
una fuente de infeccidn, 2) un modc de transmisidn, y 3} la
presencia de un huésped susceptible. El efecto combinado de
estos factores determina la prevalencia del parasito en un
tiempo y lugar determinados. La incidencia de las
infecciones por parasitos de humancs se incrementa cuanda
las condiciones ambientales favorecen la existencia
Extracora&rea del parésita v por la carencia de higiene y

saneamiento en las comunidades.

B. Protozoarios parésitos

Los protozoarios son orgsnismos unicelulares que viven
aislados © en colonias. Cada protozoario €5 una unidad
completa capiz de llevar a cabo todas sus funciones, tal
como un organismo supericr gue contiene diversos tipos de
celulas especializadas. La mayoria de ios protoczoarios son

de vida libre, peroc algunos se han adaptado para vivir en



slaup huesped, Sus a?gahns de locomociocn son prolongac:ones
el sctoplasma conocidas como poeudopodos (formas
temporalies), cilios, flagelos y membranas ondulantes (formas
permanentes) (Brown y Neva, 1983). Los protozoarics se
zlimentan por englobamiento hacia su interior de part{culaﬁ
sgiidas formando *vacuclss alimenticias” y tambi€n Do
absorcion. Ciertos para%itna que scn activos en un estado,
disminuvern su actividad cuando se encierran en si mismos en
unz pared resistente y dura y forman el llamado guiste
{Donaldson, 197%9). La pared del guiste es una cubierta
ectnplésmica.

El endoplasma granular contiene uno o varics nacleos.
Puede conterer tambien vacuolas alimenticias, vacuolas de
PESErVE, partfcuias del exterior, vacuolas contractiles {gue
regulan la presion osmotica vy eliminan el material de
desecha! ¥ cuerpos cromatoidss, La membrana nuclear engloba
un reticule fino ¥ cromatina concentrada en peguedas masas
{Brown y Meva, 1983}.

Ltos modos de repruduccia@ dge¢ los protozoarios son muy
diverscs, €& incluyen la fision binaria, la wultiplicacidh

sexual y asexual {(Donalson, 1979).

C. Amibas

{., Generalidades



Las amibas son protozarios entre los cuales estan incluidas
muchas sspecies de vida libre gue son probablemente las
formas animales mas primitivas (Brown y Neva, 1983}.

Las seis especies de amibas paré%itas del hombre son:
1) Entamoeba histolytica, 2) Entamoeba coli, 2) Entamoeba

gingivalis, 4) Dientamoeba fragilis, %) Endolimax nama v

&} lpodamoeba butschlii. Todas wviven en el intestino grueso
excepto E. gingivalis, que habita en la boca. Solo una
especie, E. histolytica, es pato@ena para los humanos.
“:ertos protozoarics de vida libre {(Naegleria y
‘canthamoeba spp) son parasitos accidentales de humanos. D.
fragilis no es patégena. Entamoeba polecki es un parasito
de! cerdo raramente incidental en el hombre y que puede
tener vida libre como Entamoeba moshkovskii {(Brown y Neva,
1983).

La clasificacion de las especies del génern Entamoeba
estaz basada en el numero de miclecs en sus gquistes wadurcs
fgue pueden ser 1, 4, 8). E. coli pertenece al grupo con
ocho nicieos v E. polecki, al grupo con un solo rucleoc. En
el grupoc con guistes tetranucleados, E. histpolytica puede
ser diferenciada de E. harimani por el didmetro del gquiste
que tiene menos de 10 pum, ademas de tener otras diferencias
morfoldgicas determinadas genéticamente y no ser patégenai a
E. hartmani se le ha denominado también “raza enana®

{Markell y Voge, 1931} {(Fig. L}.



Fig. 1. Norfo}ngfa comparada de amibas y reprEEEﬁtacidn
esquemética de sus nﬁclens. Trfozoitos v Quistes de

Entamoeba histolytica, E. coli, E. gingivalis, Endolimax

nana, Iodamoeba butschlii y Dientamoeba fragilis. ect,
ectoplasmaj end, endoplasma; f, vacuolas alimenticias) i,
inclusion del micleo; k, cariosoma; n, nicleo; rbc,

eritrocitos {Tomado de Brown y Neva, 1983).
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2. Entamoeba histolytica

E. histpolytica --gue taxnnémicameﬂte se sitda en la
superclase Sarcodina, clase Rhizopodea, subclase Lobosia,
orden Amoebidae, familia Entamocebidae, génera Entamoebs,
especie histolytica--causa colitis amibiana, disenteria
amibiana, ameboma y absceso hepéti:n amibiano {Brown y Neva,
1933).

En 1875 L8sch descubric a E. histolytica en las heces
de un paciente con disenteria y produjoc lesiones
intestinales experimentales en perros. Sin embargo, la
asociacion del para%ito con la disenteria no fue establecida
sino hasta las investigaciones de Kartulis en 1887. En 190!
Councilman ¥y Lafleur probaron la etiolog{a amibiana en los
abscesos hepdticos. '~ 1903 Walker y Sellards establecieron
definitivamente la patogenicidad de E. histplytica cuando

hallaron gquistes en pacientes {(Brown y Neva, 1983).

&. Estructura

E. histolytica puede ser observada en las heces como a)
trnfnznftn, b) prequiste y c) guiste (Fig. 2).

Los trofozoitos de E. histolvytica {(formas moviles y no
infectantes) se distinguen de otras amibas intestinales por
caracter{sticas unr&aldgicas gque sirven para el diagnd%tico.

El tamafo puede ser de 10-80 gm pero la nayor{a tienen de



Fig, 2. Representacion esguematica de trofozoites,
preguistes y guistes de Entamoeba histolytica. A. Trofozoeito
que contiene eritrocitos en digesti&n. B. Preguiste. L.
@uiste uninucleado joven. D. Quiste binucleado. E. Buiste
maduro tetranucleado. c, cuerpos cromatoides; ect,
ectoplasma; end, endoplasma; g, vacupola de gluc&gena; ky
cariosomai b, nic leos rbc, eritrocitoc {(Tomado de Brown y

Neva, 1983},
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Los guistes {(formas irmoviles e infectantes) son
redondos u ovales, ligeramente asimetricos vy de 10-12 pm de
diametro. EIl guiste inmadurc tiene un solo nucleo que ocupa
un tercio de su diametro v cuando ha madurado contiene
cuatro peguefos nucleos,

Los trofozcitos de E. histolytica se localizan en la
mucosa en la lur del colon, especialmente en las regiores
cecal y sigmoidorrectal. Se multiplican por fision binaria ¥
el rtcleo parece dividirse por mitosis. La repraducci&n
ccurre tambien ew €l guiste, del gue emergen ocho awmebulas
como resultado del exguistamiento. E. histolytica
tradicionalmente ha sido considerada anaerobia porgue crece
ern tensiones bajas de nxigenn, peroc en realidad es
microaercfilica.

La amiba ingiere eritrociics y fragmentos de tejido por
englobamientc con sus pseudopodos. Puede ingerir tambien
bacterias vy octros elementos particulados contenidos en la
iuz del intestino.

Los trofozoitos sobreviven fuera del cuerpo por muay
pococ tiempoj en cambio €l guiste puede vivir dos dias a
areg vy mas de 60 dias a o°C ¥y muere a temperaturas

extremas, como -28°C y S0<C.

b. Ciclo de vida {(Fig. 3}



Fig. 3, Ciclo de vida de Ertamoeba histolytica {Tomado de
“ooun vy Neva, 1%83).
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Los guistes <ormados en la luz del intestino grueso pasan
hacia las heces y son inmediatamente infectantes., Cuando son
ingeridos resisten al jugo gastrico y pasan hacia el
intestino delgado.

Ati, bajo la influencia de los jugos digestivos neutros
o alcalinos v la actividad de las amibas gue contienen, la
pared del guiste se desintegra, liberandc el metaguiste
tetranucleado, gue inmediatamente se divide en ocho peguedos
trofozoitos uninucleados. Estas peguedas amibas se mueven a
lc largo del intestino grueso, donde en condiciones
apropiadas crecen e invaden la mucosa y la submucosa {(Brown
v MNeva, 1783}).

Cuando hay diarrea, las amibas son expulsadas al
exterior y pueden ser encontradas en evacuaciones fluidas
frescas. S5i no hay diarrea, las condiciones son mas
favorables para el enguistamiento. La amiba que se enguista
primerc se hace esférica, secreta una pared y su nucleo se
divide para dar un guiste tetranucleado maduro.

Los pacientes con amibiasis intestinal pueden dividirse
ern dos grupos: a) los gue tienen atague {clinicoc severo o
crénica) ¥ b) los gue no muestran evidencia clfinica de la
infeccidn {portadores asintomaticos).

Los quistes son transmitidos al hombre a traves del
agua y vegetales contaminados con heces infectivas, a traves

de comida contaminada, por las manos sucias de guien prepara



los =limentos, por moscas {en las gue se han enconirado
guistes en las heces, vomitos ¥ cuerpos) y por contacto
directo con portadores {(Brown y Meva, 1%83). Un individuco
infectado puede excretar mas de 45 millones de guistes por
dia (Ravdim y Guerrant, 1982},

La amibiasis intestinal puede cursar con diarrea de
gravedad variable (gue puede llegar a producir la muerte),
alternando con perfodos de constipacién y puede ser
acompanada de c&ii:os, meteocriswmo y €fi OCRS5i0nes mareos
vomitos. En la infeccidn se pueden producir peguedas ulceras
en la mucosa del colon, gQue algunas veces sanan
espoatdﬁeamente, perao en otros casos llegan & confluir y
perforar las capas mas profundas (Fig. 4).

La amibiasis extraintestinal es la invasion de tejidos
no intestinales por los trofozoitos y ocurre secundariamente
a la ulceracion intestinal. La diseminacion de los
trofozoitos es generalmente por via sanguineaj el 5rgawn mas
comurmente afectado es el higado, debido a gue recibe la
sangre colectada del intestinc por las venas mesentericas
gue confluyen en la vena porta gue desemboca en el hféadn.
La infeccion hepidtica produce multiples zonas de necrosis
que al confluir forman los mal llamados abscesos. El tamado
de las lesiones varia desde puntos del tamano de cabezas de
alfiler, hasta abscesos unicos que abarcan casi el 90% del
hfgadn. Aurigue con baja frecuencia, la amibiasis hep;tica

: . 4
puede diseminarse a otros organcs como los pulmones y el



Fig. 4. Amibiasis, cursoc de la infecczu’r: {Tomado de Brown v

Newa, 1983).
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cerebro ya sea por extensi&n directa = traves del diafragma
en la infeccion pulmonar, © por via hematdgena en la
infeccidn cerebral {(Brown y Neva, 1933).

Pueden bcurrir con menos frecuencia lesiones cutaneas,

abscesos anorrectales y ulceraciones genitales {(Fig. 5).

D, Amibiasis

{. Inmunidad

La expnsicién de los organismos & substancias gque les son
ajenas (ant{genas) generalmente resulta en la activacich de
uro o mas de los mecanismos de defernsa basados en €} sistema
inmune {(Benacerraft y Unanue, 197%). Por lo tanto, es de
esperar gue la infeccion intestinal o extraintestinal por E.
histolytica induzca una respuesta inmune.

Los estudios en este campo usando animales como modelos
de infeccion han dado evidencia de que si hay respuesta
inmune en la amibiasis. Sin embargo, este tipo de estudios
no ha podido aclarar la respuesta irnmune por completo ya gue
se ha estudiado principalmente la amibiasis extraintestinal
caracterizada por respuestas inmunes sistémicas, pero la
irmunidad local y celular han sidoc poco estudiadas (Trissl,
19823 .

El cultivo de E. histolytica en wmedioc axenico ha

permitido separar los ahtfgenos amibianos y estudiar sus



Fig. S. Amibiasis, sitios de lesicn (Towado de Brown 7 MNewva,

1733},
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caracteristicas 1ﬁmuﬁcgénica5¢ Estos antigenos son usados
cowmo celulas enteras o como homogenados, en forma soluble, o
como fracciones particuladas para inducir la respuesta
inmune experimentalmente (Trissl, 1982}.

Los antfgena5 de la superficie del paréﬁitn han sido
evidenciados por varios metodos: por la inmovilizacion de
trofozoitos con suero inmune, por inmunofluorescencia, por
agiutinacidﬁ ¥ por la lisis de las amibas mediada por
anticuerpos 'y complemento (Trissl, 1982).

Los ant{genns de superficie de la amiba contienen
carbohidratos capaces de unirse a concanavalina A. El papel
de estos ant{genQE en la respuesta inmune todavia no se ha
aclarado, debido & la gran capacidad de recambio de la
membrana por el trofozoito. Por diversos estudios se han
identiticado numerocsos antfgenos precipitables de E.
histolytica que contribuyen a la respuesta inmune del

huésped (Trissl, 19323).

&. Inmunidad humoral

La reaccion inmune humoral se ha identificado por la
presencia de anticuerpos especificos circulantes a las dos
semanas de la infe:ci&n amibiana, principalmente 1gG de la
subclasze 2 tSepJ}veda, 1982} .

La caracterizacion de la respuesta humoral y la

identificacion de anticuerpos circulantes especificos tiene



izs aplicaciones practicas: &l diagnostico de la amibiasis

invasora ¥ la ae?cepidemaqlog{a de la infeccion amibiana.
Los anticuerpos Especffi:ns se han encontrado en mas del 90%
de los pacientes gque sufren absceso hepatico amibiano o
formas severas de amibiasis {(Sepdlveda, 1932).

Los anticuerpos son producidos regularmente en la
amibiasis sintomdtica peroc son tambiern frecuentes en la
amibiasit asintomatica. La amibiasis invasora provoca
titulos mucho mas altos gue la amibiasis no invasora. Estos
titulos altos tienden a bajar, peroc persisten titulos
relativamente bajos por wmeses 0 anos, lo que lleva & falsos
positivos en estudios hechos sobre todo en zonas endé€micas
debido a la alta incidencia de la entermedad y al numero
considerable de portadores asintomaticos {Trissl, 1982).

Otro factor gue contribuye a la defensa local contra E.
histolytica es la secrecion intestinal de inmunoglobulina A,
o IgA (Sepilveda, 1982). Estos coproanticuerpos, en
contraste con los anticuerps séricos, persisten solamente
por un corto tiempo. La IgA inhibe la absorcion intestinal
de ant{genns ¥ juega up importante papel en la defensa local
contra enterobacterias, particularmente Vibrioc cholerae y
Escherichia coli enterntnxigénica. Ademds, han sido
encontrados coproanticuerpos en el 80% de los pacientes con
amibiasis intestinal (MuRoz-Espinoza y col., 198&).

Existen informes contradictorios socbre la determinacion

de IgM especifica durante la enfermedad amibiana. Los



estudios mas recientes sugieren que la presencia simultanea
de IgG e Igh especificas denotan infeccion reciente vy activa
de absceso hepdtico, mientras gue la presencia de 156
especifica con IgM negativa sugiere ausencia de infeccion
activa (MuApz-Espincza y col., 1988).

E. histolytica es capa: de activar tanto la via clasics
como la via alterna del sistema del complemento en presencia
o ausencia de anticuerpos, siendo mayor la activacidn por la
via clasica (Ortiz-Ortiz y col., 1978; Calderaon y Schreiber,
19a5; Meri y col., 1985)., La activacion del complemento
provoca la lisis de los trofozoitos io wvitre. En la
amibiasis invasora los niveles del complemento o sus
componentes estan disminuidos desde antes de la infeccidh,
lo qﬁe permitir{a que occurriera la irnvasidn tisular. Se ha
encontrado que los niveles de €3d, producto de la activacidn
de! complemento, tienen una correlacidén directa con la
evolucidn del padecimiento, siendo mas rapida y adecuada la
recuperacidh de los pacientes con niveles altos de
C3d (Mufopz-Espinoza y col., 1988). La liberacibn de los
productos quimiutécticos del complemento podr{a inducir la
migracion de celulas fagociticas al sitioc de activacidn por
el pardsito, produciendo de esta manera la infiltracibn de
células polimorfonucleares y macrofagos en 1as reacciones
inflamatorias de las lesiones (Calderdn v Tovar-Gallegos,
1980).

In vitro, las cepas mas virulentas del par$5itn pueden



legar & tener resistencia & la lisas por complemento

activado por las dos vaS, lo gque puede explicar en parte su
4 4

capacidad de evadir la accion del complemento (Calderon y

Tovar-Gallegos, 1980).

o. Inmunidad celular

tra gran praporcién de pacientes con absceso hepé&ico
amibiano activo no dan una respuesta cutanea positiva a
preparaciones antigéﬁicas estandarizadas de E. histolytica.
El numerc de celulas T circulantes, medido por la técnica de
rosetas resultd rnormal en estos pacientes. Durante la fase
inicial del absceso hepéticn los pacientes si dieron
reaccion positiva, Las reacciones cutaneas fueron positivas
ern la maynr{a de los pacientes un mes despues de la
corvalescencia clinica (Diamanstein y col., 1980}).

La tasa de transformacion de los linfocitos inducida
por concanavalina A en pacientes con absceso hepiti:n no diog
diferencias significativas con los individuos normales
aungue los valores fueron ligeramente bajos en el primer
grupo {(Diamanstein y col., 1930).

Ern general la prueba del MIF dio resultados similares a
los ocbtenidos con la prueba cutdnea en los casos de
amibiasis invasora en humanos. Los resultados fueron
generalmente negativos durante las fases iniciales de la

infeccign hepética y positivos después del tratamiento del



absceso hepgticn. Se han encontrado anticuerpos espec{ficos
en o) comienzo y durante estados subsecuentes de la
enfermedad en pacientes con reacciones intradermicas y MIF.
En amibiasis experimental, la respuesta irmune celular se
encontrd también durante las fases iniciales del absceso
hepéti:n inducido. En tales condiciones, las reacciones
serolégi:as fueron positivas (Diamanstein y col., 1980).

Se ha demostrado gque la adainistracién de drogas
inmunosuprescras favorece e! desarrollo de absceso hepética
inducido en hamsteres. Ademds, sdlo el ratdn inmunosuprimido
con suero antilinfoc{tico desarrollo lesiones después de la
inoculacidn intracecal con amibas virulentas. Por otro lado,
extractos acuosos de E. histolytica o fracciones
antigénicas, indujeron la transformacidn b}astogéni:a de
linfocitos en pacientes con absceso hepético, sugiriendo la
sensibilizacion de linfocitos T por antigenocs amibianos.
Diamanstein y col. (1980) han reportado la actividad
mitogénica de extractos de E. histolytica en linfocitos
murinos.

Al igual que con los linfocitos, la inaculacién de
hamsteres con suero de conejo anti-macrofagos antes de la
inoculacion intrahepética de trofozoitos produce un aumento
en el ndmero y tamaio de los abscesos hepética; secundarios
{Ghadirian y col., 1%83). También se ha observado una
disminucibn en la fagocitosis de bacterias por monocitos de

hamsteres con absceso hepdtico {Capin y col., 1980).



Se ha sugerido gue hay a1 menos un factor quimiota’cticn
para monocitos humancs en los scbrenadantes de cultivaos
axénicos de E. histolytica v se ha descrito la produccion
por los trofozoitos de imhibidores de la migracion de los
monocitos {(Kretschmer y col., 1988},

tos leucocitos polimorfornucleares parecen ser el primer
tipo celular gue se encuentra en las reacciones
inflamatorias durante las etapas tewmpranas de la fnrmacio%
de abscesos hepéticas en hamsteres y cobayos (Canales v
col., 1986). Posiblewmente esta infiltracitn se debe a los
factores quimiotécticns liberados por la activacion del
complementoc {Quezada-Cavillo, 1287).

Los polimorfonucleares pueden lisar a los trofozoitos
de E. histolytica si la relacidk amibas-polimorfonucleares
es apropiada. Esta capacidad 1itica de los
polimorfonucleares no regquiere suero inmune, sino mas bien
depende de la cepa amibiana {(Guerrant y col., 19813
Lépez-ﬂauna y col., 1986}.

Otro factor gue ha sido estudiado es la liberacion de
histamina, que tiene un importante papel regulador de la
respuesta inflamatoria. Se ha encontrado que la liberacidn
de histamina por leucocitos de pacientes con absceso
hepdtico es estimulada con extractos de trofozoitos y ocurre
con dosis menores de extractos gue en los leucocitos de
sujetos sanocs, Por lo tanto, hay hipersensibilidad inmediata

en los pacientes con amibiasis invasora, lo cual podria
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contribuir a la modulacicon de la respuesta inflamatoria
(Gil-Recasens y col., 1982). La liberacion de histamina
inhibe en los polimorfonucleares la gquimiotaxis, la
fagocitosis vy lausecrecin@ de enzimas asi como la pruduccidﬁ
de lin§ocinas'bn? celulas T vy la secrecion de anticuerpos

antiamibianos especificos tCampns»Rndr{guez y col., 1%8s&).
2. Epidemioclogia

La infeccion causada por E. histolyti ocurre en todo el
mundo. No es una parasitosis exclusivamente tropical porgue
ha sido encontrada en todos los cliwmas incluyendo las zonas
subpolares 1Sepdlueda, 1982).

La infeccioh por E. histolytica es muy comin, pero la
alta incidencia endemica es usualmente encontrada en
comunidades pobres con saneamiento inadecuado. Muchos de los
individuos son portadores sanos del protozocaric como
comensal ya gue en ellos E. histolytica no induce signos o©
sintomas; pero como patdgentc causa la awibiasis invasora, la
cual varia en prevalencia de lugar en lugar
{Martinez-Palomo, 1936).

Se consideran altas zonas endemicas de amibiasis a
Me€xico, India, el Medio Oriente y Sudamerica (Ravdin y
Guerrant, 1982).

La incidencia global de la infeccion por E. histolytica

en el mundo ha sido estimada como de 12%. La preveﬂczén de
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las epidemias es dificil debido & la resistencia de 105
quistes, gue pueden ser eliminados por filtracion del agua
nero no se mueren con €1 cloroc gue se agrega normalmente al
agua potable £Nart{he:-Paloma, 1984) .,

El modo de transmision mas comin es por alimentos y de
perspna a persona, sobre todo si gquien prepara los alimentos
no tiene la precauczdﬁ de lavarse las manos despues de
defecar. Existe tambiea el problema del riego de hortalizas
con aguas negras, lo gue contribuye 2 gue la infeccinﬁ se
incremernte. Otros posibles medios de contaminacion son las
cucarachas y las moscas Que acarrean en sus cuerpos los
guistes gue adguieren directamente de las heces y luego
depositan sobre los alimentos. En este aspecto el fecalismo
es ptro factor que agrava el problema. La infeccion amibiana
se encuentra frecuentemente en instituciones mentales,
militares, etc. La amibiasis puede ser transmitida
sexualmente, especialmente entre homosexuales
{Martinez-Palowo, 198&)

En Héxico la amibiasis es tan frecuente gque constituye
un importante problema de salud pﬁbiica. Lta infeccio; se
encuentra extendida en todo el pafs peroc sin relacidn con el
clima, sin una clara variacién estacional y predomina en
zonas mal saneadas donde hay hacinamiento, ¥y en grupos de
bajo nivel sociceconomico y baja escolaridad {Gutié%raz,
1985) .

e
Al respecto, los problemas gue existen en Mexico son
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fundamentalmente de tipo ambiental ¥ espec{ficamente la
forma de abastecimiento de agua potable {(la cual es
deticiente en algunas zonas), la eiiminaci&n'de las excretas
v basura y la higiene personal y de alimentos iGutie?rez,
1984} .

Se estima que en Mexico hay un paciente con amibiasis
invascra por cada cinco o seis portadores asintomaticos. La
diarrea y la disenteria amibiana son mas frecuentes en nidocs
nue en adultos {Sepdlveda, 1982} .

La frecuencia de la amibiasis en México no se ha
precisado bien por raiones Que Se enumeran cnﬂtinuacinﬂ.
Las encuestas gue se han realizado en wmuestras de pobiacidﬂ
no son representativas de la pobla:i&n general ni
comparables entre si. Hay errores frecuentes en la
identificacion de los quistes por mala capacitacinﬁ teéﬂica
del personal y la utiiizacian de tecnicas parasituscdﬁicas
con sensibilidad diversa. Por otra parte, los estudios
realizados no han resuelto una serie de problemas gue
plantean los portadores de guistes, tales como la duracion
natural del estado del portador vy la posibilidad de
convertirse en enfermo; €! riesgo gQue representa para sus
contactos intrafamiliares y para la comunidad, y la
necesidad o la futilidad de administrar farmacos para su
tratamiento tGutiérre:, 1985).

En un estudio de 439 casos de disenteria en nifos de la

ciudad de Héﬁicu, s& en:nntrﬁ gue el 47% era causado por
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amibas; e} 48% tenia desnutricion severa y sdlp el 5.5% de
los mifos estaba bien alimentado. En una serie de 1153 niRos
con diarrea en 4os hospitales pedlétricos en Mé:xi:cr, el 2.2%
tenia amibiasis. La incidencia de amibiasis intestinal en
nifos de 1-9 afos es del 45%. En estudios hechos en
pacientes con diarrea o disenteria se diagnostico amibiasis
en el 12.8% (Martinez-Palowo, 198&). Las formas severas de
amibiasis son 10 veces mas frecuentes gue el absceso
hepatico amibiano (Gutiérrez, 1984). Los estudios més
recientes hechos en México acerca de la incidencia del
absceso hepatico revelaron que es muy alta y se ha
encontrado en €l 2% de todos los adultos de clase humilde.
Los abscesos hepaticos son tres veces mas frecuentes en
hombres de 20 a 490 afos de edad gque en mujeres de las mismas
edades. Durante el siglo pasado, cuando la guimioterapia noc
era aun accesible, la mortalidad por absceso h&pética era
del 80%. Aungue estos indices han bajado ultimamente por los
avances en el diagndstica ¥y tratamiento, la malnutricién,
particularmente en nifos es un factor gue contribuye al

incremento de la mortalidad.
3. Tratamientoc v preven:ién
El tratamiento de la enfermedad producida por E. histolytica

ko
es usualmente farmacologico, aungue en algunas

+ 2 ’ o ’, &
circunstanciss se recurre a metpdos gQuirurgicos para salvar



la vida del! paciente.

Los agentes amebicidas han sido clasificados seguk sU
sitic de accio%. Para la amibiasis intestinal! meironidazol,
iodoguincl, fumarato de dilowxamida y sulfato de
paromomicina. Para la extraintestinal! metronidazol,
clorhidrato de emetina, dihidroemetina y fosfatoc de
cloroguina {ﬁartfnez-Palamo, 193841 .

£l efecto de la guimioterapia en la amibiasis
intestinal incluye:!: 1) el alivic del atague agudo, 2} la
iestruccidn de los trofozoitos en la luz intestinal y 3) el
control de la infeccidn bacteriana secundaria {Brown v Neva,
1283).

La infeccion puede ser prevenida y controlada por
medidas inespec{ficas de largo plazo comc el suministro de
agua potable, practicas higi€nicas personales mds cuidadosas
y desarrollo sccial y econcmico general. Las medidas
especificas incluyen estudios de la comunidad con vigilancia
de las condiciones locales con respecto a la amibiasis,
diagnéstico ripido vy tratamiento adecuado de los pacientes
con amibiasis invasora en los servicios de salud, desde los
centros locales hasta hospitales grandes; finalmente, la
vigilancia y control de las situaciones gue pndp{an
favorecer la diseminacion de la enfermedad, tales como agua

contaminada e insectos (Brown y Neva, 1933).

4. Metodos de diagnostico de laboratorio
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El 1:agndstacu de la amibiasis reguiere la diferenciacion de
otras disenterias y enfermedades intestinales y de abscesos
hepaticos de origen bacterianoc y hepatitis viral, guiste
nidat{di:c, infecciones de la vejiga y enfermedades
pulmonares malignas. El diagnc{stica ciinico se basa en la
khistoria endémica del avea, sintomas y signos
gastrointestinales, la exploracidn fisica, la sigwocidoscopia
v la radiologia (Brown y Neva, 1983).

Corn la sigmoidoscopia s posible reconccer lesiones
petegquiales granulares o ulcerativas y puede ser
suplementada por el examen microscdbico de especimenes
aspirados. La radiagraffa es usada en la deteccidn de
irregularidades o areas localizadas en colitis,
deformaciones cecales y amebomas en la amibiasis intestinal,
as{ comoc anormalidades definidas en el diafragma causadas
por los abscesos hepéticas v pulmonares {(Brown y Neva,
1983} .

En la epoca actual, el problema fundamental consiste en
el diagndstico de la amibiasis de manera erronea en un
ridmeroc elevado de casos. Esto se debe tantoc a la
imposibilidad de practicar examenes de laboratoric en todos
los pacientes en los que se sospecha la amibiasis, como a la
mala calidad de dichos examenes. En estas circunstancias, se
tiende a diagnosticar amibiasis en una praporcién muy

2 / i
elevads de cxsos de disenteria o de diarrea con sangre
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(Gutiérrez, 1986} .

: o ; > W
a) Diagnostico microscopico

El diagna%tico de laboratorioc de la amibiasis puede hacerse
mediante la identificacion del paréﬁito en las heces ©
tejidos, ya se€ea por micros:np{a o por cultivo.

La identificacidn microscopica depende de la buena
recoleccion del material y su exdmen inmediato en frotis o
cortes cuidadosamente preparados. No siempre es facil el
diagn&sticn: regquiere examenes repetidos, especialmente en
tos casocs crénicn5. Puede ser negativo por mala teEnica,
bisqueda insuficiente, confusion de E. histolytica con ctros
protozoarios, células o artefactos (Brown y Neva, 1983), o
por la confusidn de los guistes con los de otras especies.
Ademds, reguiere personal té€cnico con suficiente
experiencia, con €} Que no se cuenta en cantidad suficiente.
El resultado negativo no descarta la posibilidad de
amibiasis intestinal aguda y extraintestinal, gue son las
formas clinicas mas graves y en las que pueden no existir
gquistes en las hkeces (Seehan y col.j 1979 » Lin v col.,
1931).

Los principales metodos de diagndstico micrnscdﬁico en
la amibiasis son cuatro: 1) Examen de las heces por
prepara:ién en fresco {(frotis directos) usado en amibiasis

aj3uda con heces liguidas. 2) Tincidn con vyodo y colorantes
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guist

m

5, ¢n los gue scbreszie la

cromating tedida de amarillo y masas de giuca%eno de color
parde y corn el cual los trofozoitos se destruyenj con
coclorantes supravitales los gquistes zparecen como cbjetos
claros, transiécidma, briltlantes, péliﬁos, calor azul-verde
contra un fondo rosa. 3) Preparaciones permanentes tefidas
cor colorantes tricromicos {(técnica de Lamwless), o con
nematoxilina, gue permite diferenciar diversas especies
mediante estudic detallado de estructuras; reguiere Fija:ién
Y tincid%. Con la tincidm de Lawless los trofoczoitos ¥
gquistes aparecen de color azul © pdrpura al igual que con la
tincidn tricromica de Wheatley. Con estas técnicas se
estudian heces solidas para el diagndstico de amibiasis
crdrica ¥ la bésqueda de portadores. 4} Métodos de
concerntracion {caprnparasituscﬁpicosli por flotacion de
gquistes o huevos, segun las diferencias de densidad de
ciertas soluciones quimicas; es recomendable la Flatacién
inmediata con sulfato de zinci 1a sedimentacién. que es
menocs eficdz gue la Fiatacidn, se recomienda para la
concentracion de esguistosomas y operculados.

Ern la amibiasis intestinal los mejores resultados en el
diagndstico se obtienen combinando los métodos descritos

{Lynch y cal., 1982}.

b) Diagndstico serologico
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Los metodos serclégicos se basan en la deteccion
inmuroquinica de anticuerpos especificos contra los
trofozoitos del paréﬁito {Seehan vy col., 197%9). En las
infecciones extraintestinales, los t{tulos de anticuerpos
antiamibianos aumentan considerablemente en &l sueroc ¥y
llegan a ser mucho mayores que los gque se encuentran en las
infecciones intestinales. Por ellioc los métodos serolégicos
son fundamentales para la detec:in% de las forwmas
extraintestinales.

5i las enfermedades parasitarias no son detectadas por
ENaAMmEnESs paraaitoscégicos, entonces las pruebas sernldéicas
son de gran ayuda en €l diagnésticn.

Las pruebas sernlﬁgicas que nds se han empleado en

amibiasis son las siguientes seis:

1. La reaccidn de fijacidn de! complemento (CF): Es la
tecnica m%s antigua y generalmente ha sido remplazada por

oiras tetnicas (Kagan vy Maorman, 1976).

2. Hemaglutinacién indirecta (IH): Consiste en la
aglutinacién (de eritrocitos o esferas de latex recubiertas
con ant{geno amibianc) por suero sanguinec que contiene
anticuerpos antiamibianos presentes en personas infectadas
por el parésitn. Este método es muy simple, de buena
sensibilidad, no requiere equipo especial y toma poco

tiempo. Sin embargo, las preparacicrnes de eritrocitos o



#

seferas de latesw recubiertas con antfgeno emibiano no son
faciles de obtener comercialmente, ademas de gue su calidad
es variable ¥ su wvida media muy corta (Voller y De Saviani,
19@1; Pappas » col., 19835 Sanjai y col., 1985). En este
metodo se obtienen gran nimeroc de falsos positivas

tMartinez-Palomo, $988).

3. Inmundifusidn en geles de agar {(IDG): Es un metodo
sencillo gque reguiere poco equipt y sus resultados pueden
zer ocbtenidos en tiempos relativamente cortos (24 horas).
Tiene el inconveniente de gue no se dispone comercialmente
de preparaciones antigénicas adecuadas de calidad
cons:istente por lo que resulta poco confiable y es poco

usada {(Juniper y col., 1972 y Sanjai ¥y col., 198%5).

4. Irnmunoflucrescencia indirecta (IFA)! Es muy sensible para
detectar IgG6 e Igh espec(ficas contra E. histolytica. Su
mayor desventaja es la imposibilidad de su automatizacion ya
gue no existe un egquipo especial para su realizacid%,
depende del manejo de quien lo realiza ¥y es una prueba cara
y dificil de realizar en laboratorios sencillos

{Mart{nez-Paloma, 1936).
5. Contrairmunoelectroforésis (CIE): Es frecuentemente usada

para el diagnostico seraldéico de amibiasis en laboratorios

bi€n equipados (Trujillo y col., 1982). Su sensibilidad es
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comparable a la IH, perc ademas de eguipo de electroforesis
requiere preparaciones atigéhicas de calidad consistente v
elevada (Pappas y col., 1983). Por ellc es adecuada sdlo
para laboratorios con buenos recurscs y aCLesc a
preparaciones antigé%icas apropiadas, las cuales son
relativamente escasos en Mé€xico {(Juniper, 1972; Sepalveda v
Sanjai, 1985). La CIE es util para diagnosticar infecciones
recientes de amibiasis invasora (Martinez-Paloma, 1986);
ademis, la presencia de niveles de anticuerpos medibles
después de la elimiracion del parésitn ha sugerido que la
positividad depende del tipo de anticuerpos presentes y del

nimero de infecciaones previas (Krupp v Powell, 1971).

&. Ensayo de inmunoadsorbente conjugado a una enzima
{ELISA}: Es una prueba gue se ha venido desarrollando
ultimamente con exito para el diagno%tico de amibiasis y ha
sido usada para la deteccidn de diversos antigenos o
anticuerpos. Esta prueba tiene alta sensibilidad, permite
detectar IgG e IgM y as{ diferenciar entre infecciones
recientes o pasadasj es tecnicamente sencilla ¥ regquiere
poco tiempo y materiales, peroc para realizarla es
indispensable el eguipo de colorimetria empleado en la
lectura de sus resultados (Sanjai y col., 1985).

La prueba de ELISA se lleva a cabo en placas de
poliestirenc para microtitulacion y consiste en las

siguientes etapas (Fig. &}:
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Fig. &, ELISA {Ensayo de inmuncadsorbente conjugado a una

enzima) (Tomade de Voller y col., 1979).
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a} El ant{geno {E. histolytica) es adsorbido a los pozos de
las placas de microtitulacion y se bloguean los sitios gue
hubieran quedado libres (i.e., no cubiertos de antigeno) con

albimina sérica bovina (BSA) que luego se lava.

b) Se afrade el suero a probar en la dilucion deseada, €l
cual es incubado y luego lavado. El primer anticuerpo gueda

unido a la superficie de! antigeno.

€} Un segundo anticuerpo (p. ej. Ig de conejo anti IgG
humana) acoplado a peroxidasa es anadido y reconoce al
primer anticuerpo. El segundo anticuerpoc que no quedo unido

se lava.

d4) Finalmente se agregan los substratos de la enzima, gque
reaccionan y desarrollan color cuya intensidad depende de la
cantidad de peroxidasa unida indirectamente {(Voller vy col.,
1979},

La técnica es cualitativa por la visualizacion directa
de los resultados, o cuantitativa si se mide con el

colorimetro {Martinez-Palomo, 1986).
7. El método dot-ELISA: La técnica de ELISA ha sido adaptada

para la deteccidn de anticuerpos se€ricos contra antfgenns de

Leishmania donovani irnmovilizados en membranas de
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nitrocelulosa {(Pappas y col., 1983). Dicha adaptacion
substituye a las placas de microtitu}aciéﬁ y ail colorinetro
especial por membranas de nitrocelulosa como soporte del
antfgena del par§5itc, que permite hacer pruebas
individuales o masivas para estudios sernepideminld§i:os sin
desperdicio de material. Los resultados que se cbtienen
consisten en precipitados depositados en el fondo blanco de
las membranas, generados por productos insolubles de la
reaccidﬁ de las enzimas unidas al segundo anticuerpo {gue se
asocio antes al primer anticuerpo gque reconoce al parasito vy
cuvo tituloc se desea conocer).

La sensibilidad de la prueba de dot-ELISA para L.
donovani es tan alta como la del! metodo ELISA original, gue
detecta 0.1-1 ng de anticuerpos; también es comparable en
sensibilidad al radicinmunoensayo. Por otra parte, la
estabilidad de las preparaciones antigénicas es mayor, la
realizacidn de las pruebas requiere menos equipoc, material y
tiempo. El papel de nitrocelulosa con el antfgena adsorbido
€s preservado por tiempo indefinido en recipientes
herméticos y las manchas del precipitado permanecen
perfectamente visibles.

El método dot-ELISA, por lo tanto, promete ser util
tanto para estudios sernepideminldéicos, como para estudios
de diagn&sticn individual en los laboratorios clinicos
{Krupp, 1977; Hernandez y col., 1982; Pappas y col., 1984 vy

1985).
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OBJETIVGS

-t
et

Cbietivo general

Desarrollar el metodo dot-ELISA para €1l diagn&stico

zerclogico de la amibiasis.

Objetivos particulares:

1. Montar y estandarizar el metodo dot-ELISA para la

deteccion de anticuerpos anti-E. histolytica en humanos.

2. Comparar la sensibilidad y especificidad del wetodo

dot-ELISA con ELISA clasico.
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I1i. MATERIALES

A. Reactivos

Los siguientes reactivos fueron obtenidos de JT Baker de
México: fosfato de potasio munnbé%icn, fostatc de potasio
dibésica, acido :!orh{drica, cloruro de sodio, hidroxido de
sodic, acide acética, arida de scdio, hidroxido de potasio,
dcido fostorico, metancl, acetona, alcohol isopropilico,
urea, etilen-diaminoc-tetracetato disodice {EDTA}, glicerol,
trietanclamina (9468} y NaNs {(5-vV0O 22).

Los siguientes reactivos fueron obtenidos de Sigma
Chemical Co. (St. Louis MO., EUA): agarocsa tipo II (A-6877),
azul brillante de Coomassie R (B-0s530), azul de bromofenol
(B-4131), albumina se€rica bovina {BSA) fraccion V (A-4503),
trizma base (T-1503), L-fenilalanina (P-212&4), glicina
{G-7126}, Sepharose 4B 200 (24F-0334), L-lisina (L-55011),
Sephadex G-200, M N N’ N’-tetrametiletilendiamina (TEMED)
{T-8133), persulfato de amonic (5-08626), peroxidasa de
rabano tipo IV (P 8250), 4-Cloro i1-Naftol (C-88%0), Triton
X-100 (T-466-78).

El sulfato de amonioc provenia de Merck {México); los
adyuvantes completo e incompleto de Freund fueron de Difco

Laboratories (Detroit, Mich, EUA); DEAE-celulosa {(73%92),



acrilamida (11532) v M'N' -npetilen-bis-acrilamida de Eastman
Kodak Co. (Rochester, NY, EUA}] persulfato de amonio
{161-0700) vy dodecil-sulfato de sodioc (5DS), de BDH
Chemicals Ltd. {(Poole, Inglaterral);: papel filtro No. 1 de
Whatman {(MNueva Jersey, EUA}; membranas de didlisis
Spectrapore de Spectrum Medical Industries, Inc. {(Los
Angeles, Cal., EUA); glutaraldeh{dn de Merch de México; y &l
papel de nitrocelulosa BA 85 {(Mod D-3354) de 102 X 133 mm vy
0.45 pmn de poro, de Schleicher & Schuell Inc. Alemania

Federal.

.,‘I .’ Y
B. Composicion y preparacion de soluciones

1. Amortiguadores para la crnmatograffa en

L-f¥enilalanina-Sepharose

a) Iris-base | M. Se disoclvieron 12.1 g de trizma-base en

100 m}l de zgua bidestilada.

b) Sultato de amonic 2.5 M. Se disolvieron 82.5 g de sulfato

de amonic en 250 ml de agua bidestilada.

c) Iris-acetatos 0.04 M, pH 7.6 con sulfato de amonio § M.
Se mezclaron 10 ml de Tris L+ M v 100 ml de sulfato de amonio
2.5 M en 200 m! de agua bidestilada, se ajusto el pH a 7.4

con scido acético v se aford a 250 ml.
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4} Iris-acetatos 0.032 M, pH 7.8 con sulfato de amonio .8

M., Se mezclarpon 8 ml de Tris I My 80 ml de sulfato de
amonic 2.5 M en 200 ml de agua bidestilada, se aJustJ el pH

3§ i 4 ¢
2 7.4 con scido acetico y se aforo a 250 mi.

e) Iris-acetatos 0.024 M, pH 7.8 con sulfato de amonio 0.8

M. Se mezclaron & ml de Tris 1 M y 60 ml de sulfatoc de
amonioc 2.5 M en 200 ml de agua bidestilada, se ajustd el pH

a 7.8 y se aford a 250 mi.

disolvieron 125 ml de tris base v 3.856 5 de MaCl en 200 ml
de agua bidestilada, se ajusté el pH & 8 con scido ac€tico ¥

se aford a 250 ml.

g) Iris-base 0.25 M, pH 10.5. Se disolvieron 62.5 ml de Tris

{ Men 200 ml de agua bidestilada, se ajust& el pH a 10.5 v

se aford a 250 ml.

k) Tris-acetatos 0.04 M, pH 8 con sulfatoc de amonioc 2.5 M.
Se mezclaron 2 ml de Tris { M v 146.5 5 de sulfato de amonio
en 40 ml de agua bidestilada, se ajusté el pH & 8 y se aford

a 50 ml.

2. Amortiguadores para la :rnmatagraéfa ern DEAE-celulosa
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a} PBS 0.045 &, pH 8. Se wmezclaron 1.05 wl de KHaPlas 1 M

y &.49% ml de KaHPOa L M en 400 ml de agua bidestilada, s€

ajustd el pH a 8 y se aford a S00 ml.

b}

0

B 0.3 M, pH 4.8. Se displvieron 5.2 ml de HaPOs en

150 m! de agua bidestilada dentro de la cawmpana extractora,
se ajusté el pH a 4.8 con hidroxidoc de potasioc S N y se

aforo a 250 mi.

2., Amortiguadores y soluciones para el PAGE-SDS

Scluciones para los geles y las camaras electroforéticas:

a) Acrilamida-Bis., Se peso la acrilamida {30.0 g) y la
bisacrilamida {0.4 g5) usando cubrebocas debide a su
toxicidad., Se disglvieron en 70 wml de agua, se filtro cun
papel Whatman Mo. 1 y se aforo a 100 mil. Se gusrdd ia
sclucicn en una botella de polipropiience Cubierla con papel

aluminioc y se almacent a 490,
by Troe-HL: I ™M, gt 8.8-9,0. Se disglvic el Tris {36.3 g}
oo 20wl de agua, se afadic el EDTA 0.2 My pH 8 (5.3 ml}) »
el gliceral a1 SOR {10 wl}l y se aJusté €l pH con HC1 &I N
faprox, 40 wl}). Se aforo la solucion a 100 wi, se coloco en

uns botella de polipropilenc y se almacend a 4°C,



c} Iris-HCl 0.49 M, pH 5.8. Se disalvié el Tris (5.98 3) con
30 ml de agua, se afadio el EDTA 0.2 M, pH 8 (4 ml), se
ajusto el pH con HClI S N (aprox. & ml) y se aford a 100 ml.
Se guardd la solucion en una botella de polipropilenc y se

almacenc a 4°C.

d) SD3 al 10%. Se disovlvieron 10 g de SDS {(pureza
electroforética) en 70 ml de agua y se aforo a 100 wl con
cuidado de no hacer espuma. Se guardo la solucion a

temperatura ambiente en una botella lechera.

e) TEMED. Se distribuyeron muestras de 0.1 ml en tubos
Eppendorf de 0.5 ml. Se cerraron perfectamente, se sellarocn

con parafilm y se almacenaron a 4°C.

) Persulfatp de amonic {PA) al 10%. Se colocaron muestras
de 0.1 g de PA en tubos Eppendorf de 1.5 ml gue se taparon y
se almacenaron en un desecador con sflica a 42, Se

disolvid cada muestra con | ml de agua inmediatamente antes
de usar la solucion (El PA se inactiva rapidamente una vesz

disueltoc o h&medn}.

g) Amortiquador de corrida 10X, pH 8.3. Se mezclarron Tris

base {30 g) y glicina (1449 3) con 100 ml de la solucion d,

S00 ml de agua y 40 ml de EDTA 0.2 M, pH B8, se ajusté el pH
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a8 8.3 ¥ s& aford 1000 ml. Se gquardo la solucion en una

botella de polipropileno a temperatura ambiente,

Soluciones para preparar las muestras y tefir los geles:

a) Azul de bromoferiol al 0.2%. Se disolvieron 0.020 g de

azul de browmofernol con 10 ml de agua y la solucicn se guardo
er ur tubo Pyrex de 10 X 125 ml {con tapﬁn de roscal) a

=Z02L.

b} Amortiquador de muestras 2X. Se mezclaron S ml de Tris
HC1 0.49 M, pH 6.8, 2 ml de SDS al 10%, 2 wml de glicercl al
S0%, 0.5 ml de azul de bromofernocl a1 0.2% y 0.9 ml de agua.
Se distribuyd ern muestras de | ml en tubos Eppendort y se

almacenaron a -20°C,

c) Colorante de Fairbanks, Se mezclaron 225 ml de alcohol
isopropilico, 50 ml de acido acetico glacial y 25 g de azul
brillante de Coomassie R con 300 ml de agua y s& aforo a 500
ml, se +iltro a traves de papel Whatman No. 1 y se guard& la
splucion a temperatura ambiente en una botella de

polipropileno.

d4) Soclucidn destefidora rapida. Se mezclaron 50 ml de acido

ac€tico glacial ¥ 225 ml de alcohol isopropf!ico con 200 ml

de aguaz y se aforaron & S00 ml, Se guardﬁ ia sclucion a
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temperatura ambiente en una botella de polipropilenc.

€) Acido acético al 7.5%. Se mezclaron, en la campana
extractora, 37.5 m! de acido acetico con 300 m! de agua y se
aforg a 500 ml. Se guardd la solucion a temperatura ambiente

en una botella de polipropileno.

Soluciones y reactivos de uso general:

a) HC1 S N. En la campana extractora se afadieron 42 ml de

HC! concentrado a un matraz que contenia 40 ml de agua y se

aforo a 100 ml.

b) Glicerol al S0%. Se mezclaron S0 ml de glicerol y 50 mil

de agua y se almacenc la solucion en una botella lechera a

temperatura ambiente.

c) EDTA al 1%. Se disolvieron 74 g de EDTA con 70 ml de
agua, se ajusté el pH a 8 con HC1 § N y se aforo a 100 ml.

Se guar-dd la solucion en una botella lechera.

4) Agar al i1%. Se afadio 1 g de bacto agar a 70 ml de
Tris-HCl1 3 M, pH 8.8-9.0, se fundio en el horno de
microondas y se aforo a 100 ml con el mismo amor-tiguador. Se

guardd a temperatura ambiente en un frasco de vidrio.

42



e) F'F-E-Qar-a:ic;n del reactivo de Bradford. Se disuelven 100 mg
de azul de Coomassie R, 50 m! de alcohol etilico, 100 ml de
acido fosforico vy agua bidestilada hasta cowmpletar 1000 ml.

La mezcla se filtrd a travéz de papel Whatman No. f.

4. Bpluciones para la titulacion de los antisueros

a) Tris-HC1 1S mM, pH 8. Se pesaron 0.181 g de Tris base vy

se disolvieron en &0 ml de agua bidestilada, se ajust& el pH

a @ con HC1 & N y se aforo a 100 ml.

b) PBS 1S mM, pH 8. Se displvieron 2.58 ml de KaHPOs y

0.42 ml de KHaPOa en 100 ml de agua bidestilada, se

ajusts el pH a 8 y se aford a 200 ml.

c) pMall 0.1 M. Se disolvieron 2.7 g de NaCl en 500 ml de

agua bidestilada.

4) Azul de Coomassie al 0.5% y scido acético al 7%. Los
mismos Que SE usaron en la tincion de geles de

poliacrilamida.

S. Amortiguadores para el acoplamiento de IgGH a Sepharose

4B

@}l HC1 1| mM. Se agregaron 0.10 ml de HC1 § N a 100 ml de



agua bidestilada y se aforo a 250 ml.

b) NaHCOy 0.1 M con NaCl 0.5 M, pH 8.3. Se disclvieron 1.46

g3 de NaCl vy 0.37 g de NaHCOs en 40 ml de agua bidestilada,

se ajust& el pH a 8.6 cton NaOH I N vy se aforo a S0 ml.

c) Iris-glicina 0.1 M, pH 8.56. Se mezclaron 3.75 g de
glicina y 25 ml de Tris base { M en 40 ml de agua
bidestilada, se ajustd €l pH a 8.4 con NaOH 1 N y se aforc a

S0 ml.

d4) Acetatops 0.1 M, pH 4. Se disoclvieron 25 ml de acido
acetico i M v 7.31 g de NaCl en 200 ml de agua bidestilada,

s5e ajust6 el pH a 4 v se aforoc a 250 ml.

€) Tris-HC1 O.1 M con NaCl 0.5 M, pH 8. Se disolvieron 7.31
g de Nafl y 25 ml de Tris base 1 M en 250 ml de agua

bidestilada.

£) PBS 1S mM con NaCl 0.5 M, pH 7.4. Se disolvieron 2.28 nl
de KaHPOs 1 M v 1.44 ml de KHaPOas f M y 2.1% g de NaCl
en 200 ml de agua bidestilada, se ajust& el pH a 7.4 con

NabH I N ¥y se aforo a 250 ml.

4. Amortiguadores para la purificacién de Ig5GCwIgGH,

mediante crnmatngraffa de afinidad
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ml de KaHPQOs4 § M con 1.46 ml de KH=POa 1 M y 2.19 g de
NaCl en 200 m! de agua bidestilada, se aju5t5 el pH a 7.4

con KOH t N y se aforg a 250 mi.

by Glicina-HC! ©.% M, pH 2.8. 5S¢ disclvieron 1.87 g de
glicina en 200 ml de agua bidestilada, se ajustd el pH a 2.8

con HC1 I N vy se aforo a 250 ml.

7. Amortiguadores para la inmunoelectroforesis en geles de

agaraosa

&) Tris-HCl iS5 mM, pH 8. Se disolvieron 2.71 g de Tris { M
en 1000 ml de agua bidestilada, se ajust& el pH a 8 con HCl

Y BE aforg & 1500 ml.

b} Azul de bromofenol a1l 1% en tris-HCl1 1S5S mM, pH 8. Se peso

un gramoc de azul de bromofenocl y se disolvio en 100 ml de

tris-HCl 135 mM, pH 8.

a. Preparacién de solucicnes para €l acoplamiento de la

peroxnidasa (HRP) con glutaraldeh{da

&) PBS 0.1 M., pH 8.8 con glutaraldehido al 1.25%. Se

mezclaron 4,32 ml de KHaPOa 1 M 0.467 ml de KaHPO. en
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40 ml de agua bidestilada, se ajustc el pH a 8.4 y se
agregaron 2.5 ml de glutaraldehfdn a8l 25% en la campana

extractora y se aforo a 50 ml.

b} NaCl 0.15 M, pH 7.0. Se disclvieron 17.53 g de MaCl en

2000 m! de agua bidestilada, se ajusto el pH a $.5 y se

aford & 50 ml.

c) Amortigquador de carbonato-bicarbonatoc I M, pH 2.5. Se
mezclaron 2.1 3 de NaHCOs vy 2.65 g de Na=C0=- en 40 ml de

asua bidestilada, se ajustd el pH a 9.5 y se aforg a 50 ml.

d) L-lisina 0.2 M, pH 7.0. Se disolvieron 1.42 g de L-lisina
er: 40 ml1 de agua bidestilada, se ajustd el pH a 7.0 y se

aforo a 50 ml.

M « 4 & s
9. Spluciones para la adsorcion del primer anticuerpo a

membranas de nitrocelulosa

&) Amortiguador de muestras [KC1 120 mM/NaCl 20 mM/NaHCOg 2
mM/MqCl 2 mM/Tris 5 mM, pH 7.4/Triton X-100 al 0.7%
{vol/voll. Se mezclaron los siguientes componentes: 2.23 g
de KCl, 0.29 g de NaCl, 0.04 g de NaHCOa, 0.10 g de MgClaz

7 HaO, 1.25 ml de Tris base en 200 ml de agua bidestillada

y se ajustﬁ el pH & 7.49.
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o i i LA
&) Solucion fijadora. Se mezclaron 10 ml de acido acetico,

25 m! de iscpropancl y se aford a 100 ml con agua

bidestilada.

c} Iris-salirnoc, pH 7.4. Se mezclarcn 5.84 g de NaCl y 25 ml

de Tris base I M en 450 ml de agua bidestilada, se ajust& a
pH 7.4 con HCl 1 N y la sclucion se aforo a 500 ml con agua

bidecstilada.

d) Soiuci&n blogueadora. Se disclvieron 2.5 g de BSA en S0

ml de Tris-salino, pH 7.4.

e} PR

W

0.015 M, pH 7.4. Se mezclaron 3.25 g de NaCl, 1.4 g
de KaHPOs en 400 ml de agua bidestilada, se ajust& el pH

con MaOH ¢ N y se aforc a 500 ml con agua bideastilada.

10. Soluciones para la determinacion de las condiciones de

reaccion de la percridasa (HRP)

) Solucion A. Amortiguador de trietanolamina (TEA) salino,
pH 7.5. Se disolvieron 1.875 g de NaCl, 700 pl de TEA, 25 mg
de MgCla.sH20, 200 ml de agua bidestilada, se iujstﬂ el

pH & 7.5 v se aforoc a 250 mi.

b) Solucidn B. 4-Cloro-i-Naftol (4-Ci-1-N)., Se mezclaron 30

w3 de 4-Cl-1-M en 10 ml de etancl y se almaceno enseguida a
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49C en un frasco ambar.

c) Mezcla de reagcién {MR} Se mezclaron 8 ml de la sclucidn
A, 4 ml de la sniucinﬁ B v 8 pl de HaGz f(al 30%), se

ajustd el pH a 7.3-7.4 y se almacend a 4eC en un frasco
ambar. La mezcla debe prepararse antes de usarsej no se debe

almacenar.

11, Soluciones para la cosecha vy Fijacién de amibas

a) Medio IYI. Se mezclaron los sig. componentes en 100 ml de
agua caliente (602} 9.15 g de Peptona Biotriptasa, 2.85 g
de Glucosa, 0.55 g de NaCl, 0.30g3 g de L—Cistefna, .06 g de
Ac. Ascdrbico, 0.18 g de KHaPOa, 0.30 g de KzaHPOs ¥

0.007 g de Citrato Férrico Amoniacal. Se ajustd el pH a 7.0
con MaOH 10 N, se aford a 250 ml, se distribuyé en alicuctas
de t! ml, se esterilizd a 15-20 ibs/pulg® por 15 min y se

almacend er la obscuridad a temperatura ambiente.

b} NaCl 0.1-Glicina 0.1 M, pH 7.4. Se disclvieron 1.87 g de
Glicina v 1.46 g de MaCl en 200 ml de agua bidestilada, se

ajusté el pH a 7.4 v se aforo a 250 ml.

c) Iris-salinoc con NaMg a1 0.2% (TB5). Se disolvieron 5.84
g de NaCl, 25 ml de Tris base en 250 ml de agua bidestilada

v 0.2 ml de azida de sodio, se ajbsté el pH a 7.4 y se aford



a S00 ml.

4) BSA al 5% en IB3. Se disolvieron 1.5 g de BSA en 30 ml de

agua bidestilada.

12. Soluciones para el dot-ELIGA

2) BSA al 1% er IBS. Se disoclvio ! ml de BSA al 5% en 4 ml

de TBS.
by TBS. Como se describis antes.

c) Mezcla 4de reac:iﬁk (MR) dilufda 1:8 en TEA-salino. Como

se describid antes.
C. Material biniégicn

Se utilizaron antisueros dirigidos contra fracciones del
Isuero humano normal enriguecidas en IgA e 136G, gque fueron
cbtenidas previamente en nuestro laboratorio por €l M en C
Roberto Quezada-Calville. Tres conejos Nueva Zelanda 36vanes
para la inmunizacidn con IgGH. Cuatro sueros de pacientes
con absceso hepdtico amibiano en curso y cuatro sueros de
pacientes sin infeccidn previa, gentilmente donados por la
Dra. Yolanda Lopez Vidal del Departamento de Infectologia

del Instituto Macional de la Mutricidn.
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IV. METODOS

A. Puri#icaci&n de IgG sérica humana {IgGH)

i, Obtencion del suero

La IgG se obtuvo a partir del suero humanoc normal (SHN)
obtenido de sangre venosa Que se coloco en tubos Falcon
conicos de 50 ml sin anticoagulante. La sangre se dej&
coagular durante 24 horas a 4°C; al cabo de este tiempo se
desprendié el cnégu!a de las paredes del tubo con una
varilla de vidrio delgada y se :entrifugé en una centrifuga
clinica refrigerada IEC-5000 {(cabezal No. 26%) por 15 min a
2500 rpm. El suero scbrenadante se retiro cuidadosamente con
una pipeta Pasteur y se almacend a -20°C ern tubos Falcon
conicos de 50 ml con tapdn de rosca hasta el momentoc de ser

usado.

2. Corte con {(MNHa)z50, 0.5 M

Para eliminar las proteinas no deseadas del SHN se uso una
solucidn de Tris-acetatos 0.04 M pH 8 adicionada con

(NHa )z S04 2.5 M. Se mezclaron & ml de suero con 4 ml de

dicha solucion (concentracion final de (NHa)}2504 0.5
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M. La mezcla se dejé reposar a temperatura ambiente vy se
centrifugd 2 vaces 10 min 2 15600 X g en una microcentrifuga
Eppendorf-5412 en tubos de 1.5 ml. El sobrenadante se

colecto = guardd a -20°C hasta el momento de ser usado.

I 5 5
3. Cromatografia en L-Fenilalanina Sepharose

Para purificar la I5G sérica, e} sobrenadante de

{MHs } 2504 ©.S M s& 5ujet6 a cromatografia en una

columna de L-Fenilalanina Sepharose 4B de 14 ml de lecho,
previamente equilibrada con Tris-acetatos 0.04 M

{MHa)250q iM, pH 7.6 {Doellegast y Plaut, 197&). Se
depositaron aproximadamente 10 ml de la muestra en el lecho
de la columna gue fue eluida fa 30 ml por hora mediante una
bomba peristéltica Buchler) con el amortiguador gue se uso
para eguilibrarla. Las fracciones se colectaron en tubos de
ensayo de vidrio de 10 X 100 mm mediante el colector de
¢racciones Ultro-Rac-7000. Se registrd la densidad optica a
'280 nm de las fracciones elufdas con un registrador Uvicord
11-8300.

Se continuo eluyenda la proteina con los siguientes
amortiguadores sucesivos: 1) Tris-acetatos 0.032 M, pH 7.6
cen sulfato de amonioc 0.3 M, 2) Tris-acetatos 0.024 M, pH
7.6 con sulfato de amonio 0.8 M, 3) Tris-acetatos 0.5 M, pH
8.0 con MaCl €.28 M vy 4) Tris 0.25 M, pH 10.5. La 1g06 se

obtuvo er las fracciones elufdas con el tercer amortiguador.
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4, Dialisis b liofilizacion

Las fracciocnes con 136 eluidas con el tercer awmort iguador
del pérra#a anterior se reunieron y se dializaron contra
cuatro litros de agua bidestilada durante 98 horas a 4=C
empleands bolsas de didlisis de 25 mm de diihetro; el
dializado se cange}d por inmersion del recipiente gque lo
contenia en una mezcla de acetona-etanol (i:i) con hielo
cecd v luego se deseco por liofilizacidn durante 8 horas. El
material liofilizado se resuspendic en 5 ml de amortiguador
de fosfatos 1S wM, pH 8 y se almaceno ern un vial de pléstico
con tap&n de rosca a -Z20°C para luego ser sometido a

cromatografia en DEAE-celulosa.

5. Cromatografia en dietil-aminc-etil (DEAE) celulosa

Para aumentar la pureza de la IgG obtenida mediante la
cromatagrafﬁa en L-Fenilalanina Sepharocse, esta se
recrnmatograf{u er una columna de DEAE-celulosa (Fahey »
Terry, 1978).

Se colocaron 5 ml de la muestraz sobre una columna de IS
ml de lecho previamente egquilibrada con PBS 0.015 M, pH 8@ ¥y
se continuo eluyendo con el mismo amortiguador. La proteina
eluida se colectd en fracciones de 446 gotas mediante el

colector de fracciones Ultro-Rac a una velocidad de 30
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ml/hora regulada por una bomba peristaltica. En el Uvicord
=g reg:str& ia densidad abtica a 280 nm de las fracciones

eluidas. Una ver recuperada la Ig6, ia columna se lavo con
FBS 0.0 M, pH 7.8 para eliminar los contaminantes que

pudieran scompafarla.

&, Didlisis, licfilizacion y almacenamientao

Las fracciones gue contenian la 1gG se reunieron, se
dializaron v se liocfilizaron comno se indico antes.

La proteina licfilizada se resuspendic en 2 ml de PBS
15 mM, pH 8 y se almacend en tubos Eppendorf de 1.5 ml a

=205C

:; 3 2 i
7. Cuantificacion de proteinas

La concentracidn de prote{nas fue medida por el método de
Bradford {(1979).

La medicion fue hecha en celdillas de cuarzo de i cm de
via dptica. La concentracion de las prote{nas fue
determinada por interpn!acidn en una curva estandar de
absorcidn de luz de 595 rnm, obtenida con soluciones de
concentracion conocida de BSA, disuelta en el mismo
amortiguador de las scluciones problema.

Para la medicion de prote{nas por este metodo, se

mezclarorn 40 pl de la solucidn problema de proteinas con 2
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ml del reactivo de Bradford, en tubos de vidrio de 10 x 100

mm por duplicado y se midid la absorcion de luz de S95 rm.

8. PAGE-5DS

a) Formacicn del gel separador t(inferior)

Se armd la camara para formar el gel con la pareja de placas
de vidrioc y se sellaron los bordes laterales e inferior
aplicandc (con una pipeta Pasteur) agar al 1% fundido,
primerc en la base y luego ern los lados de la camara.

Se marco com un plumon indeleble el nivel que deberia
alcanzar el gel separador en las placas de vidrio. Se
mezclaron en un tubo de ensayo las scluciones en el orden
anotado en las columnas de la Tabla !, para formar los geles
separadores gue tuviesen el volumen apropiado, segun el
equipo de electroforesis usado. Antes de agregar e} TEMED
(sclucion E) y el persulfato de amonioc (solucidn F), se
agito y desgasifico la mezcla en la 1fnea de vacio por 1

mir.
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Tabla 1. FORMACION DEL GEL SEPARADOR (INFERIOR) DE

POLIACRILAMIDA-SDS SEGUN EL TIPO DE CAMARA DE ELECTROFORESIS

fdmara A 3 } Wl Degas. £ fe Tetal
vk Gplortec 200 LR 0005 240 LU 0 ko

Bio-Rad Nod, 220 8.0¢ 6,10 g.i¢ %7 a4z 2 4.0
Bip-Rad Protean 11 110 8.40 2.13 13.3% .07 Ol n.e
Big-Rad Mod. 221 20.00 1. .M M0 0.6 0.3 8.0

*aqregario al fieal, pars isiciar la polimerizacice
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Con una pipeta de 10 ml se afadio 1a mezcla cuidadosamente
en el espacioc contenido entre las placas de vidrio, evitando
la formacion de burbujas. Inmediatamente después, se vacio
cuidadosamente (com una pipeta Pasteur) agua por unoc de los
extremos de las placas, para evitar el contacto del gel con
el zire (el uxigeno inhibe la polimerizacidn). Se esperoc a
gue el gel polimerizara (20 min). Se elimind (por inversion
de la cémara, tomdndola con el soporte) el agua que fue
colncada sobre ! gel separador v se l2ve el borde superior
de este gel dos veces con agusa. Se sect el exceso de agua

con papel sanitario evitando tocar el gel.

b) Formacidn del zel concentrador {(superior)

Se mezclaron en un tubo de ensaye las soluciones en el orden
anctado en las columnas de la Tabla 2. Antes de agregar el
TEMED f(solucidn E) y el persulfato de amornio (soclucidn F) se
agitd y desgasificd en la linea de vacio por { min.

Se agité suavemente y se coloco irmediatamente la
mezcla del 3el separador, hasta llenar el espacio gue

guedaba entre las placas de vidrios
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Tabla Z. FORMACION DEL GEL CONCEMNTRADOR (SUPERIOR) DE

POLIACRILAMIDA-SDS SEGUN EL TIPO DE CAMARA DE ELECTROFORESIS

famara A t B B8 Degas. E e Total
Mini Epﬂﬂ:;“- .35 0.26 .02 135 0,084 8.0l .8
Bic-Rad Mot. 220 L3 1.7 0.09 .41 0.004 0.045 5.4
Big-Rad Profeax I} 173 L3 9.10 6,80 0.905 0.05 0.9
dio-Rad Mod. 221 2.8 1.95 8.15 10.2 4.%07 .07 15.0

“Agregarlo al fimal, para isiciar la polimerizacics
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Se coloco el peine entre las placas, introduciendolo en la
mezcla un poco inclinado para desplazar hacia arriba las
burbujas gue pudieran quedar bajo el borde inferior de los
dientes, donde se forman las hendiduras del gel superior,
procurando gue los extremos del peine llegaran hasta 1 cm
por arriba del gel separador. La polimerizacidn de este gel

también ocurrid en 20 min.

c) Preparacidn de las camaras electroforeticas

Mientras se formaba €l gel concentrador (superior), se

preparaba el volumen apropiado de amortiguador de corrida

iX, para lo cual se tomaba en cuenta la cdmaraj

Camara Amortiguador de corrida 1IX
{ml)

Mini Ephortec 300

Bioc-Rad Mod. 220 1500

Bic-Rad Protean II 2300

Bip-Rad Mod. 221 2000

Se quitd el peine de las placas sin deformar los carriles.
Antes de guitar el peine se marcd sobre la placa de vidrio
el fondo de cada carril con un marcador indeleble.

Con el empague de hule y las abra:iaderas se montaron las
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nlacas de vidrioc con los geles dentro del tanque de
electroforesis.

Se lleno la parte superior del tangue de eleciroforesis
corn el amortigusdor ¥ y se veritico gue no hubiese fuga del
amortiguador hacia la parte inferior del tangue.

Con una pipeta Pasteur se lavd tres veces con el
amortiguador de corrida cada una de las hendiduras para
muestras en el gel concentrador y se elimind cualguier
burbuja gue estuviera presente.

Se agregd el amortiguador de corrida 1X restante a la

parte inferior del tangue.
4) Preparacidn de las muestras

3e calculo la dilucion correcta de las muestras para obtener
la cantidad de proteina deseada.

Las muestras se prepararon solo hasta gue los geles
estuvieron montados en las cdmaras y el amortiguador de
Icorrida se hubo colocado en los compartimientos superior e
inferior.

En tubos Eppendort gque cerraban perfectamente se
mezclaron las muestras con un volumen igual de amortiguador
de muestras 22X,

Se colocaron los tubos Eppendor+ perfectamente cerrados
en urn soporte circular de Unicel y se colocaron en un badoc

de agua hirviente durante 2 min.
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Con una jeringa Hamilton de 10, 25 o 100 ul, se coloco
cada muestra o la-hendidura correspondiente. La jeringa se
enjuago tres veces con amortiguador de corrida entre

muestras.

e) Corrida electroforetica

Se inicid la corrida de las muestras con voltaje constante
(60 voits)i 10 min después, cuando las muestras habian
penetrado al gel separador, se aumento el potencial a 120

volts. E1 tiempo de corrida varit con cada cémaral

Camara Tiempo de corrida (h)
Mini Ephortec 2.5
Bip-Rad Mod. 220 6.0
Bio-Fad Protean I1 6.0

$#) Tincion de los geles

En un recipiente cuadradoc de plastico se vacid un volumen
suficiente de colorante de Fairbanks para cubrir el zel gue
se mantuvo en esta solucidn toda la noche.

Al cabo de este tiempo, se retirc el colorante, se
enjuagé el gel con agua corriente, se sumergié en solucidn
desteAidora r&pida y se puso dcido acético al 7.5%.

Finalmente, se sustituyé el acido acético por agua haciendo
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varios cambiocs.

g) Se pusoc el gel socbre una placa de vidrioc y se coloco un
pedazo de papel Whatman Mo. | de tamafoc apropiado para
adherir sl gel a estej se despegc del vidric y se puso en un
secador Gel Slab Dyer-224 de Bio-Rad conectado a una bomba

de vacio w con hielo seco (Fairbanks y col., 1971).

. x i’ .
B. Inmunizacion de conejos

1. Dosis vy via

Se immunizaron tres conejos Nueva Zelanda de 4 a & meses de
edad con la IgGH obtenida mediante la crnmatugraf{a en
DEAE-celulosa a una concentracion de 1 mg/iml.

Se inyectaron 200 pl de la IgG gue habia sido disuelta
en PBS 1S mM, pH 38, mezclada con 200 pl de adyuvante,
perfectamente emulsificada (mediante agitacidn en un Vortex)
Ien la regidn escapular del animal por via subcutanea
empleando una jeringa de | ml con aguja calibre 20 de 32 mm

de targo.
2. Esquema de inmunizaciones y sangrados

Las inmunizaciones y sangrados se llevaron a cabo conforme

&l siguiente esguema:
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La primera inmunizacion se hizo con adyuvante completo
de Freund {ACF) v las siguientes tres inmunizaciones con
adyuvante incompleto de Freund {(AIF) con un intervalo de
guince dias entre cada una. Buince dias despues de la dltima
inmunizacion se sangraron los tres conejos por medio de una
pegquena incisidn en la vena marginal de la oreja y aplicando
vacio & través de un matraz Kitasato en cuyo interior se
habia colocado un tubo conico de 50 ml. Se obtuvieron en
cada sangrado 25 ml de cada conejo, gQue se dejaron coagular
durante 24 horas a 4°C; al cabo de este tiempo, se
desprendieron los coégulos de la pared de los tubos con una
varilla de vidrio delgada y se centrifugaron a 2500 rpm
durante 15 min. Los antisueros sobrenadantes se retiraron
con una pipeta Pasteur y se almacenaron & -20°C en viales

de vidrio con tapon de rosca {Mayer y Walker, 1980).

3. Titulacidn de los antisuercs

La titulacidn de los antisueros de los conejos se hizo por
medio de inmunodifusidn en geles de agarosa al 1.5%, para
buscar el punto de egquivalencia entre el ant{geno {IgGH) ¥y
los antisueros {(Davis, 1976).

Cuando los titulos fueron bajos al terminar la
irmunizacidn, los conejos fueron reinmunizados 29 dfas
después del Jdltimo sangrado con dosis iguales de ant{geno

emulsificado en AIF y luego sangrados nuevamente dos semanas
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despues.

al Preparacidn de los geles de agarosa al 1.5%

Se pesaron 0.45 g de agarosa y se mezclaron con 29.55 ml de
Tris-HC! 135 mM, pH 8 para producir una mezcla de agarosa al
1.5%. La mezcla se fundic en un horno de microondas
{Panasonic, modelp Genius II) a mdxima intensidad, mediante
tres o cuatro periudos de irradiacidn de 10 seq {sin dejar
gue la mezcla llegase a ebullicidn) ¥y 5e agité con una
varilla de vidric hasta que se produjo un flufdo cristalino.
La agarosa se mantuvo en un bado a S7°C para evitar su

ge!ificaciﬁn.

b) Recubrimientoc de portaocbjetos con agarosa

Se tomaron 2.8 ml de la agarosa {(con una pipeta de 5 ml
previamente calentada en un mechero) y se extendieron
cuidadosamente sobre portacbjetos perfectamente limpios y
nivelados horizontalmente. El procesc no debia durar mas de
20 seg, de lo contraric la agarosa se solidificaba y
producia geles con una superficie irregular. Los geles se
almacenaron a 9°C en cajas hermeticas con papel himedo
{para evitar que se secaran), por nc wmas de una semana para

prevenir su contaminacidn por hongos (Weeke, 1973).

63



c) Perforacion de los geles

Se construyeron plantillas de cartulina con diagramas con 1la
dispasicién de los pozos y de los surcos en la siguiente
forma. En la parte central, a lo largo del portacbjetos se
perforaron 7 pozos de 3 wm de diametro con una distancia de
1 cm entre ellos, utilizando un sacabocados conectado al
vacic} luego se hicieron 2 surcos de 2 mm de ancho, a lo
largo de los portacbjetos y & 0.5 cm de la hilera de pozos

{Fig. 7).

x| a T L
d4) Preparacion de las muestras para la inmunodifusion

A partir de una sclucidn con 5.7 wmg de IZGH por ml, se
realizaron diluciones seriadas al doble en PBS 15 mM, pH 3.
Posteriormente se tomaron {0 pl de cada diluci&n, s5€
mezclaron con 10 pl del antisuero de cada conejo y se
incubaron a 37°9C durante 30 min. Al cabo de este tiempo se
colocaron 10 pl de las mezclas en cada unoc de los 7 pozos de
la placa de agar. En &l surco superior de cada gel se
colocaron 100 pl del antisuero de un conejo dado y en el
inferior se colocaron 100 pl de la solucidn IgG dituida 1:16
con &l mismo amortiguador de fosfatos (concentracibn final
de la I1gGH: 0.36 mg/ml). Finalmente, se colocaron los geles

er cajas de Petri sobre urn colchtn de papel himedo y se
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Fig. 7. Plantillas para la écr—macic:ﬂ de poOzICs ¥y SUrcos en
zeles de agarosa. Tamado natural de las plantillas usadas
enl (A) irmunodifusion para determinacion de equivalencias
anti‘ge—no;’aﬂticuer‘po; {B) innuwnDelectroiosez.s para dos

antigenos {en los pozos) y un antisuerc (en el surco).
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incubaron durante 12 horas a 37°C,

e) Lavado de los zeles

La extraccion de las prnte{nas no inmunoprecipitadas de los
Feles de agarosa Se realizd de la siguiente manera. Se
colocaron los portachbjetos con cada gel sobre dos toallas de
papel v se comprimieron con un objeto de aproximadamente !
kg durante 1S win. Posteriormente se sumergieron 12 h en 250
ml de urna solucidn de MaCl 0.1 M agitada magneticamte
durante 12 h y se lavaron 12 horas mas por inmersion en agua
bidestilada. Después se comprimieron nuevamente y se secaron

10 min er un hornoc electrico (J M Ortiz) a s0°C,

£) Tincicn de los geles

Los geles secos se sumergieron en azul de Coomassie R al
0.5% durante 15 min. Luego se enjuagaron con agua para
eliminar el exceso de colorante y se sumergieron en dcido
scetice al 7% durante e} tiempo necesario para eliminar el
fondo azul {(Harboe e Ingrid, 1973).

€. Purificacicn de la Ig6 de conejo anti IgGH (IgGCxIgGH)

{. Acoplamiento de la IgGH a Sepharose
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Se mezclaron 2.5 g de Sepharose 4B, activada con browmuroc de
cianégeno {CNBr}, con 30 ml de HC1l ! mit mediante agitacién
suave con una varilla de vidrio. El gel ya hinchado se lavb
por filtracion a través de un embudo Pyrex de widrioc, con
filtro poroso mediano, a presign negativa, tres veces con 30
ml de HC1 § mM y otras tres veces con 30 ml de NaHCOs O.1

M MaCi 0.5 M, pH 3.3.

El gel lavado vy himedo se retiro del embudo ¥ 5€
depusit& en un vaso de precipitados gue contenia 4 ml de
IgGH (10 mg/ml) disuelta en 10 ml de MNaCHOa 0.1 M NaCl 0.5
M, pH 8.3 con el fin de acoplarla al gel. La mezcla se dejo
reposar 2 horas & 42C y al cabo de este tiewpo la resina
se lavo con el miswmo embudo de vidrioc poroso, tres veces con
30 ml de cada uno de los amortiguadores gue fueron empleados
sucesivamente! 1) Tris-glicina 0.1 M, pH 8.6, 2} acetatos
0.1 M, pH 4 ¥y 3} Tris-HCl 0.1 M, pH 8.

El gel lavado con la prote{na acocplada se empacé Een una
columna de vidrio de 186 ml de lecho y se Equilibrﬁ con 150

ml de PBS 15 mwmM con NaCl 0.15 M, pH 7.4.

2. Purificacion de anticuerpos de conejo dirigidos contra

I36H, mediante cromatografia de afinidad
Para purificar los anticuerpos de conejo dirigidos contra

inmunoglobulina 6 humana (IgGCwigBH) se realizd una

! .
cromatografia del antisuero de cornejo en la columna de

67



Sepharose 4B a la gue se habia acoplado IgGH pura, como se
describid antes,

Se colocaron 4 ml de suero de conejo inmunizado con
IgGH sobre la resinaj se E«luyd primero cornn PB3 15 mM, pH 7.4
a un flujo de ! gota cada 7 segundos y se colectaron
fracciones de 20 gotas en tubos de vidrio de 10 X 100 wm,
con un colector de fracciones Ultro-Rac. La DO 280,.. de las
fracciones eluidas se registro en el Uvicord.

Las fracciones gue contenian prnte{na sérica no
adsorbida &8 la columna fueron recolectadas y recicladas en
la columna para asegurar la union de la totalidad de los
anticuerpos de conejo anti IgGH a la resinaj después de
esto, al disminuir la DO al nivel basal, los anticuerpos
asociados fueron elufdos con amortiguador de glicina-HCl, pH
2.8. Las fracciones que contenian los anticuerpos se
reunieron v se dializaron 48 bk contra agua & 4°C. Al cabo
de este tiempo, el contenido de la bolsa de didlisis se
concerntrd por liofilizacidn ¥y se almaceno en un vial de

.pléstica con tapas de rosca, sellado con parafilm, dentro de

ur desecador con sflica a 4°C {Pharmacia, 1987).

3. Pureza de la I3GCulgGH obtenida por cromatograffia de

afinidad

a} Inmuncelectroforesis en geles de agarosa



Se prepararon los geles de agarosa (comoc S& indicd antes) a
los gue se hicieron dos pozos de 3 mm de diametro en la
parte central del zel; con una separacion de 8 mm entre
ellps. En el pozo superior se colocaron 10 al de IgGH (2
mg/ml) mezclada con 1| pl de azul de bromofencl al 1% en
boratos 0.0 M, pH 8.8 y en €l inferior 10 pl de SHT tedido
de la misma forma.

Se colocaron los portacbjetos sobre la placa del
soporte del equipo de electroforesis {Bio-Rad-1405)
perfectamente paralelos entre si y perpendiculares a los
depositos de amortiguador de la camara de electroforesis que
habian sido 1lenados previamente con amortiguador de corrida
{Tris-HC1l 1S mM, pH 8). Se conectaron los geles a los
depsitos con almohadillas de algoddn y gasa humedecidas con
el mismo amortiguador. La camara se cerrd, se conecto a la
fuente de poder y se corrid la electroforésis 10 min a &0 V
v luego 60 min a 120 V. Al terminar la corrida se hizo un
surco & lo largo del gel y entre los pozos, donde se
colocaron 100 pl del antisuero de conejo {(Weeke, 19733

Zochwa, 1976).

b} PAGE-SDS

Se prepard un gel de poliacrilamida al 10% en €l gQue se



analizaron muestras del antisuerc de conejo de las
fracciones gue eluyeron con el amortiguador de fosfatos 1S
wh, pH 7.4 {(noc adsorbidas & la columna de afinidad de
Sepharose 4B} y de la fraccion ascciada a la columna gue

eluy& con el awortiguador de glicina 0.1 M, pH 2.8.

0. Accplamiento de lx peroxidasa de rabanoc {HRP)} a la Ig6

Se disclvieron S mg de peroxidasa de rdbano en

200 pl de i1a sclucion de PB5 0.4 M, pH 6.8 con
glutara}deh{dn al 1.25% v se mantuvo la mezcla a 4°C

durante 18 horas. Luego se filtro la mezcla a traveés de una
columna de Sephadex G 25 de 75 ml de lecho {50 X 0.7 cm) gque
habia sido equilibrada con la soclucidn de NaCl 0.15 M, pH
7.0, para ocbtener fracciones de 32 gotas/tubo etufdas con el
mismo amortiguador.

Las fracciones de color ca&é, gque contenian la
peroxidasa activada con glutaraldehido, se reunieron y se
depositaron en una bolsa de didlisis y cuando era necesario,
se concentraron hasta ! ml colocando la bolsa de dialisis
dentro de una caja de Petri gue contenfa 20 g de
polietilenglicol, rotando la bolsa de vez en cuando.

Las fracciones con peroxidasa se dializaron contra 2
litros de soclucidn de MaCl 0.1i5 M, pH 7.0 durante 12 horas a
qeC,

La mezcla con peroxidasa activada y dializada se
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transfirio & un tubo de ensayo de S5 ml gue contenia S wg de

IgGCuIghGH disuelta en 1 ml de solucidn de NaCl 0.15 M, pH
2.0 e inmediatamente despues se aRadieron 100 pl de
amor-tiguador de carbonato-bicarbonatoc 1 M, pH 2.5 en el qgue
se mantuvo durante 24 horas & 4°C; al cabo de este tiewmpo
se le afdadieron 100 pl de solucion de L-lisina 0,2 M, pH 7.0
vy se mantuvo dos horas mas a 4°C,

Posteriormente la mezcla se dializé contra tres cambios
de 2 litros de MaCl 0.15 M, pH 7.0 a lo largo de 249 horas y
a 4°cC.

Finalmente, l& preparaciéﬂ se almacent en tubos
Eppendorf de 1.5 ml a -20°C hasta el momento de ser usada

{Avr-ameas, 1974).

E. Adsorcion del primer anticuerpo {IgGH)} a membranas de

riitrocelulosa

Para poner a punto el dot-ELISA usando a la IgGH como
antigeno, buscamos primerc las condiciones para la adsarcion
de la IgGH a membranas de nitrocelulosa.

Se realizaron diluciones, seriadas al doble, de la
solucidn madre de IgGH (3.2 mg/ml) vy se colocaron 10 pl de
ellas en el centro de cada uno de ocho cuadros de 1.8 X 1.8
cm marcados en una tira de membrana de nitrocelulosa S&5 BA
85 (14.4 X 1.8 cm) previamente lavada por 5 min en agua

bidestilada » secada irnmediatamente antes de poner en ella
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las wmuestras. Fosteriormente la tira de nitrocelulosa con la
proteina adsorbida se sumergid 15 min en solucidn fijadora,
éespuéﬁ se lavd varias veces con agus bidestilada, se incubo
S min en Tris-salinc y se lavd cuatro veces con 80 ml de PBS
15 mM, pH 7.4. Finalmente se tiAd con Azul de Coomassie R
durante & h vy se destiAc con dcido aceético al 7% {Jakan y

col., 1984).

F. Bhsqueda de las condicicnes de reaccion de la peroxidasa

{HREF) con 4-Clorc-i-Naftol (4-Cl-i-N)

Para poder controlar la reaccidn de la HRP se hicimos
experimentos de cinética enzimatica. Primero analizamos el
efecto de la concentracion de substrato. Hicimos cinco
diluciones seriadas al doble de los substratos: 4-Cl-i-N ¥
Ha0= {contenidos en la mezcla de raaccién, MR}, en
amortiguador TEAR-salino.

Posteriormente, depositamos S00 pl de cada dilucidn de
la MR por duplicado en tubos de ensaye de 10 X 100 mm y les
agregamos 100 pl de la peroxidasa (1 pg/ml) diluida en
TEA-salino.

Se dejé que ocurriese reaccion enzimatica durante S5 min
y al cabo de este tiempo se detuvo la reaccidn con 500 pl de
MaOH 1| M y se leyd la DO a 340 nm.

Ernn seguida probamos el efectoc de la cnncentracién de

erizima. Hicimos siete diluciones seriadas al doble de la

T2



enzima HRP (concentracion inicial: | ug/ml) con amortiguador
de TEA-salino, en un vnlhmen final de 300 pl. Lueso
depositamos S00 pl de la MR diluida 1:8 en TEA-salinoc (62.5
pg/mt de 4-C1-1-M) por duplicado en tubos de vidrio de 10 X
100 mm y agregamos 100 pl de cada dilucion que contenian a la
enzima.

Se dejd reaccionar la mezcla durante S min y al cabo de
este tiempo se detuvo la reaccion con S00 pl de NaOH I N y se
teyoc la DO 340 nm.

Analizamos la cinética en las siguientes condiciones
finales de reaccion: colocamos 100 pl de la enzima (1 pgiml),
500 pl de MR diluida 1:8 (42.5 pgiml de 4-Cl-1-N) en tubos de
ensayo de 10 X 100 wmm por duplicado y detuvimos la reaccion
con S00 pl de NaOH I N a 15, 30, 45 segundos y 1, 2, 3, 4, 5,

7y 10 v 15 minutos.

G. Dot-ELISA con IgGH

Para analizar la actividad inmune vy enzimatica del conjugado
I36CuIgGH-peroxidasa, realizamos un dot-ELISA usando como
ant{geno el primer anticuerpo {(IgGH), irmovilizado
directamente en las membranas de nitrocelulosa.

15 Fijaci&n del primer anticuerpo

" ., ¥
Se cortaron discos de 7 mm de diamentro con un perforador de
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papel, v se lavaron por S min en una caja de Petri que
contenia sagua bidestilada. Los discos se secaron &
temperatura ambiente & irnmediatamente a cada uno se

aplicaron 10 pl del primer anticuerpo (IgGH & 3.2 mg/wml); es
decir, & cada disco se aplicaron 32 pg de IgGH. Después de la
aplicacién los discos se secaron a temperatura ambiente y
cada uno se coloco en tubos de ensayo de 5 ml & los gue se
agregarcn S00 pl de salucion +ijadora, se incubaron 15 min a
temperatura ambiente, luego fueron lavados con agusa
bidestilada, incubados S min en TBS vy después 1 h en 250 pl

de sclucidn blogueadora {(BSA al 5%).

2. Union del segundo anticuerpo acoplado a peroxidasa

{"conjugado”)

A cada tuboc con un disco que contenia IgGH inmovilizada se
agregaron 100 pl de IgGCulglGH-peroxidasa {(diluciones 1:50,
1:100, 1:250 y 1:500 en BS5A al 1%). Luego se incubaron 2 h a
temperatura ambiente y después se lavo cada disco dos veces

con { ml de TBS.
3. Reaccidn de la peroxidasa
& cada tubo con un disco gue habia sido incubado con el

segundc anticuerpo, se agregaron 250 pl de MR diluida 1:8 en

TEA-salino. Las mezclas se incubaron S, 15 o 30 min, al cabo
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de los cualese lavaron dos veces con 2 ml de TBS.

H. DOT-ELISA con Entamoceba histolytica

1. Preparacidn del antigeno amibianoc

a) Cosecha de amibas

Cinco tubos con cultivos arxenicos de trofozoftos de E.
histolvytica de la cepa HK? en fase logaritmica tardia (10%
amibas/ml), propagadas en medic TYI-5-33 {(Diamond, 1978) se
enfriaron por inmersibn en agua-hielo durante 5 min, al cabo
de los cuales suspendimos las amibas por inversion suave de
los tubosi el contenido de =1los se reunit en un tubo Falcon
corico de 50 wml con tapdn de rosca gue se mezcld bién y se
tomd una muestrs para observarla con un hematimetro y
calcular!: a) la densidad de las amibas, b) el rendimiento
promedioc v c) el numero total de amibas cosechadas. Una vez
contadas, las amibas se centrifugaron a 90 X g durante 3 min
a 4°C; se retiro el sobrenadante con una pipeta Pasteur
conectada =&l vacin, con mucho cuidado, ya gue la pastilla
amibiana es muy suave. Se agregaron entonces S ml de medio
TYI ¢ric a la pastilla y se resuspendiC suavemente para
luego transferiria a un tubo conico de vidrio graduado de 15
ml en el Que se registré el volumen y se centrifugaron

nuevamente las amibas a 90 X g por 3 min a 4°C. Igual gue
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antes, se resuspendiercn y centrifugaron las amibas dos
veces mas, Luego se contaron nuevamente para calcular su

s 4
densidad v numero total; se centrifugaron y se descarto el

sgbrenadante.

b} Fijacién de las amibas con glutaraldehfda

Las amibas ya cosechadas se resuspendieron en 43.5 ml de
medio TYI #ric v se fijaron afadiendoles 1.5 ml de
g!utaraldehfdn al 2%% dentro de una campans extractora {la
concentracion final de glutaraldehido fue 1%).

Las amibas suspendidas en la mezcla se mantuvieron con
glutaraldehido en agitacidn suave y continua en un mezclador
{Lab-Tel Aliguot Mixer) a 30 ciclosSmin, durante 2 h.

Las amibas ya fijadas se centrifugaron a 90 X g durante
3 min & 24°C; el sobrenadante se descarto por aspira:iéﬂ Y
la pastilla se resuspendié ern S0 m]l de NaCl 0.1 M-Glicina
0.1 M, pH 7.4 v se mantuvo en agitacién durante 30 min para
bloquear los grupos aldehido libres del glutaraldehfdo.

Se lavd la pastilla tres veces mas por :entri&ugacién
con la misma solucidn v tres veces wmds con agua bidestilada.

Se contaron nuevamente las amibas en €l hematimetro y
se ajustaron a una concentracion de 3 X 10%/ml en TBS con

MaMs al 0.2%. {(Canoc-Mancera, 193&).

5 o o
2. Inmovilizacion del ant{gena
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Una vez gue se tuvo el amtigeao amibianc fijado, se prepard
el papel de nitrocelulosa donde se llevo a ctabo la prueba
del Dot-ELISA.

Se cortc la cantidad adecuada de papel de nitrocelulosa
de acuerdo al nimerc de muestras gue se empleariani la
membrana se deposit& en un recipiente con agua bidestilada vy
se dejo hidratar durante S min. Inmediatamente antes de
fijar el antigeno al pape! de nitrocelulosa, se colocd este
sobre una toalla de papel desechable para eliminar €l exceso
de agua.

Se armo el Minifold primerc con la base de vacio ¥
sobre esta la seccicn intermedia o soporte. Tambi€n se corto
un cuadro de papel Whatman 3 Chr de 103 X 133 mm gue se
coloco sobre el soporte v luego scbre este se puso la
membrana de nitrocelulosa todavia himeda, con el lado opaco
hacia arriba. Enseguida se coloco la seccion superior del
Minifold con 96 pozos y se prensé con las pinzas de
sujecidﬁ.

En cada pozo del Minifold se colocaron 10 pl del
antigenoc (3 X 10 amibas) ya fijadas y resuspendidas en
TB5. Después de cada aplicacidn se seco el antigenc con la
ayuda de una pistola de aire y luego se incubd con 500 ul de
TBS durante S min} al cabo de este tiempo se elimino el TBS
aplicando vacfo a la camara. Posteriormente se incubd 1 h

con 200 pl de BSA &l % en TBS v luego se retird por
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aspiraci&n cuidadusa con una pipeta Pasteur conectada al

vacio (Jahan y col., 1984).

3, Union de los anticuerpos

Se depositaron muestras de 100 pl de sueros de cuatro
personas sanas y de cuatro personas con absceso hepatico
amibianc {gentilmente donados por la Dra. Yolanda Lépez
Vidal, del Depto. de Infectaologia del Instituto Nacional de
ia Nutrinidh, titulados previamente por el wetodo de ELISA
clésicn}, en los pozos i &l 11, em diluciones seriadas 1150,
11100, 1:200, 1:400, 1:800, 1:1800, 1:3200, 1:6400, 1:12800,
1:25600, 1:51200 v 1:102400 en BSA &l 1% en TBSj 30 min
después se retiro el liquido de cada pozo por aspiraci&n con
uns pipepeta Pasteur y se lavo tres veces con S00 pl de TBS,
que se descarto por aspiraciﬁn. La columna | pozos {(pozos de
las filas A-H) correspandié a las muestras blanco, es decir,

mezclas sin suero antiamibiano.

, £ 5
4. Reaccion enzimatica

Se agregarcn 100 pl de la IgGCuIgBH conjugada a la peroxidasa
diluida 1:300 en BSA al 1% en TBS, se incubo 2 h mas a
temperatura ambiente y se lave con S00 pl de TBS como se
describic antes.

En cada pozo se pusieron 250 pl de mezcla de reaccion



dilufda 1:8 en TEA-salino y se incubd ! hora a temperatura
ambiente evitando la luz directa sobre la camara, gue se
cubrio con papel aluminio.

Finalmente se retirc la mezcla de reaccion aplicando
succidn muy suave a la camara de vacio del Minifold para gue
el producto de la reaccidn enzimatica {precipitado azul) se
depositara sobre el fondoc blanco de la membrana de
rnitrocelulosa. Se desmonto la membrana de la camara y se
dejo secar a temperatura ambiente antes de ser guardada
dentro de una bolsa de plastico gque se cerro hermeticamente

{Pappas y col., 1983, 1984 y 1985; Sanjai, 1985}.

79



V. RESULTADOS

A. Purificacidn del "primer anticuerpo" (I36 serica humana)

1. Cromatograffa en L-Fernilalanina-Sepharose

Para separar las inmunocglobulinas del suerc humanc total
(5HT) usamos el método de Doellegast y Plaut (1976},
descritc originalmente para la purificacién de IgA. Por
resultados obtenidos previamente en nuestro laboratorio
(Quezada-Calvillo, 1988}, dicho metodo tambidn es Util para
obterer IgG con alto grado de pureza. La técnica se basa
tanto en la eliminacidn de algunas prnteinas no deseadas
wediarnte precipitacicn con sulfato de amonioc, como en la
obtencicon de las inmuncglobulinas séricas por wedioc de
cromatografia en L-Fen-3, eluyendo seriadamente con
amortiguadores gue tienen concentraciones variables de
sulfato de amonio.

Enn la Fig. 8 se muestran los picos obtenidos mediante
cramatng»affa del SHT en L-Fen-5. La IgG se encontro en las
tracciores eluidas con el amor-tiguador D.

Para concentrar las 156 enriquecida, reunimos las
tracciones gue formaban el pico gue e}uyé con el
amortizuador D en L-Fen-3, las dializamos contra agua para
eliminar las sales, y las desecamos por liofilizacion para

almacenarlas; antes de volver & usarlo, redisolvimos el
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€ig., 8. Perfil cromatograficc del suero huwano normal en
L-fenilalanina-Sepharcse. Las letras representan los
x . A
amortiguadores usados para la eluciocn de la proteina. Las
g 3 >
fracciones eluidas cown el amortiguador D contenian
a . i 3 X 2o,
principalmente 136G y fueron reunidas para su purificacion

ulterior en DEAE-celulosa.
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material licfilizado en amortiguador de fosfatos 1S mM, pH

8.

2. Cromatografia en DEAE-celulosa

Para enriguecer la fraccicn de I3G ocbtenida mediante
crnmatografia en L-Fer-5, la sometimos =z cramatagraffa ern
DEAE-celulosa. Al eluir con el amortiguador A, cbtuvimos un
pico gue contenia 196G, perfectamente separado del pico de
prntefna contaminante que eluyd con el amortiguador B (Fig.
%). Las fracciones eluldas con el amortiguador A fueron
luego dializadas contra agua bidestilada y licfilizadas.

Para asegurarnos de la pureza de las inmunoglobulinas
contenidas en las fracciones cramatngréficas, las analizamos
mediante inmuroelectroforésis empleando antisuero dirigidoc
contra I3GH.

En la Fig. 10 se¢ muestra el arco de precipitacidn
ocbtenido mediante inmunuelectrcfarésis, donde se ve gue la

anti 1gG serica sblo reconoce a la IgG.

3. Rendimiento de la IgGH purificads

Para saber cuanta IgG fue purificada durante el procesoc y el
rendimientc de la misma, cuantificamos las prote{nas en
todas las fracciones con e! wmetodo de Bradford {1978). Los
datos de concentracidﬁ, cantidad total v rendimiento de
proteinas en gada paso de puri%icacién se muestran en la

Tabla 5.
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“ig. 9. Purificacion de la IgGH por cromatagraéf& €t
JEAE-celulosa. La cromatografia se realizo con el pico D
obterido de la cromatografia em L-Fen-5 (ver Fig. 8). Las
letras representarn los amortiguadores usados en la E-lul::ir:trl.
La IgG {detectada por inmunodifusion radial) vluyé con el
amortiguador A, en tantoc gue la pr-atefna retenida

fcontaminante) eluyd con el amortiguador B.
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Fig. 10. Invurcelectroforesis de la IgG serica humana
obtenida por cr-mr.atc.gr-ah’a ern DEAE-c. En el pozo inferior se
colocd suero humanc total (SH) v en &l pozo superiocr se
r_clncé una muestra del primer pico obtenido de la
cr-czrr:atctgr-ah’a en DEAE-c (ver Fig. %). En el surco central se
coloco antisuero de conejo dirigido contra suero humano (o
SH). Se observa mediante iluminacidrn indirecta gue la banda

mas intensa de inmunoprecipitado corresponde a la IgG.
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Tabla B PURIFICACION DE IgG SERICA HUMANA

Volumen Proteinas
Fraccidn (ml) mg/ml mg totales Recuperacidm
Suero 6 17.803 106.818 (100%)
P50 6 12.184 72,888 68
Fen-S 5 0.149 0.745 0.697
DEAE-c 2 0.292 0.584 0.546
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4, Pureza electroforetica de la IgGH

El analisis de las fracciones ricas en IgGH obtenidas de las
crnmatagraffas sucesivas en L-Fern-3 y DEAE-c, fue hecho en
geles de poliacrilamida-3D5 (Fig. 1i). En el carril 1 se
coloco ura muestra de SHT idiluciéﬁ 1:40), er el carril 2
una muestra de la fraccion L-Fen-S y en €l carril 3 una
wuestra de la fraccidn DEAE-c. Se aprecia gue deapués de la
cromatografia en L-Fen-8, la IgGH (flecha mayor) se encontrd
précticamente libre de cnntaminacién, apreciando en ella
sdloc una banda adicional muy tenue, que parecid corresponder
a la alblmina (flecha menor). ﬁespués de la crnmatagraf{a et
DEAE-c, la IgG aparecid comc una banda dnica muy intensa,
que no contenia ninguna otra protefna detectable por tincidn
con Azul de Coomassie.

Por estos datos concluimos gue mediante cromatogratia
secuencial, primeroc en L-Fen-3 y luego en DEAE-c, se puede
obtener IgGH sérica de pureza suficiente para inmunizar

conejos y obterner un antisuerc adecusdo.

B. Produccidn de anticuerpos de conejo anti IgGH

{. Dosis, vfa, adyuvantes, inmunizaciores y sangrados

FPara obtener los anticuerpos de conejo anti IgGH inmurnizamos

tres conejos Nueva Zelanda jdvenes con la IgGH purificada y

los sangramos conforme al esguema descrito en Métodos. En
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Fig. L&, Ele:trufar&%i5 er, 3l de poliacrilamida-5SDS de las
¢racciones cbiemnidas durante la puri&icaciﬁn crnmatngréiica
dz la 15, Ewn el carril ! se colocaron 1S pl de sueroc humano
total dilufdo 1:40; en el carril 2 se colocaron 15 pl de la
fratcign gue eluyé corn el amortiguador D de la cromatograﬁia
en L-fernilalanina-Sepharose (ver Fig. 8) y en €l carril 3 se
colocaron 1S pl de la fraccidn rica en i1gG obtenida por
crnmatografia enn BEAE-c (ver Fig. 7). El gel fue tedido con
azul de Coowmassie. La flecha de la izguierda indica la
posiciﬁﬁ de la I38. 5e aprecia en €l carril 3 una banda
dn?ca gque corresponde & la Igh de alta pureza

electrotoretica.
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cada ocasion obtuvimos 25 ml de sangre de cada conejo y

después de centrifugar guedaron 10-15 ml de suerao.
2. Titulacidm del antisuero

Para titular los antisueros hicimos una inmuncdifusidn en
geles de agarcss con cbjeto de erncontrar el punto de
egquivalencia entre el volumen del antfgeno {IgGH) y el
volumen del antisuero (suero de los conejos). Después de
incubar los geles con las muestras cbservambs bandas de
precipitaci&n entre el surco superior donde colocamos el
antisuero y los pozos con las diluciones f:48, 1:2, {:4 v {:8
de la IgGH (5.7 mg/ml) y del antisuero {Fig. 12); este
resultado indicé que en ese casc habla un excesc de
antisuers. También observamos bandas de precipitaci&n entre
el surco inferior, donde colocamos la IgBH (1:1i6), y los
pozos con las dilucionmes 1:132 y $:84 de la mezcla de IgGH vy
el antisuero; este resultado indica gue para dichas
.diluciones habia un exceso de IgGH. Por lo tanto, concluimos
gue la eguivalencia de los antisueros en nuestro ensayo era
1:14 porgue en el pozoc correspondiente no se cbservéd arco de
precipitecidﬂ, por existir a esa dilucidn equivalencia entre
el antfgeno vy el anticuerpo.

El punto de eguivalencia en la dilucion 1:16 de los
antisueros, cnrrespundié & 00,3562 mg de Ig6 por ml de

antisuero.
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Fig. 12. Punto de eguivalencia del antisuero de cone,o
dirigido contra 156 humana. En el surco inferior del gel se
colocaron 100 ul de antisueroc de conejo {wlgGH); en el
s.perior se coloocarcy 102 pl de IgaH (diluida 1:io0:; en cada
uno de los pozos centrales se colocaron 10 pl de las
diluciornes sucesivas de IgGH {desde 1l hasta 1:84) gue
furon mezcladas con un volumen igual de antisuero como
indican los numeros. La observacidn del g9el se hizo por
iluminacion indirecta. La flecha indica gque la equivalencia
ce encontrd em la dilucion 1:1s del antisuerc, ya gue en el
pozo marcado no se observa arco de inmunoprecipitado,
mientrss gue sf{ hay arcos de precipitado arribs y abajo

{i.e., antes y después de 1a dilucion correspondiente).
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€. Purificacion del "segundo anticuerpo" (Ig0 de conejo anti

I3GH)

1. Cromatografia de la I36 del suero de conejo dirigido

coritra IgGH (IgGCw:IgGH!}

Realizamos la cromatngrafia de afinidad en una columna
acoplada con IgGH, a traves de la cual Kicimos pasar la
fraccién de inmunoglobulinas para absorber & pH neutro el
antisuero de conmejo dirigido contra IgGH) con el
amortiguador de glicima-HC1 0.8 M, pH 2.8, eluimos luego la
I3GCwIgGH gque re:cnncié Y s unic espe:f@icamente & la IgGH
de la columna (Fig., 13).

Para concentrar los anticuerpos purificados, reunimos,
dializamos y liofilizamos las fracciones gue los contenian ¥

[
las almacenamos a 4°C en un desecador con gel de silice.

2. Analisis de la I36C«IgSH por IEF

El andlisis del antisuero de Corejo se realizd por
inmuncelectroforésis en geles de agarosa a 1.S%,

Los geles se perforaron conm un surco cetral v dos
pozos, como se indicd en Métodos. En el pozIo superior se
colocd IgGH (2 mg/ml) y en el inferior SHT.

Después de la corrida electrafarética, en €l surco
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/
Fig., 13, Purificsciocn de anticuerpos de conejo anti IgG
humana por crnmatagrafia de atinidad. El antisueroc de conejoc

anti I3GH fue splicade & la columna v eluido con el

~ortiguador A lprimer picol)i estas fracciones s& reuniercn,
se aplicaron nuevamente a3 la columna ¥y se eluyeron con el
mismo amortisusdor {(segundo pico). Los anticuerpos de conejo
contra Ig6 humana fueron eluidos con el amortiguador B

{tercer pico).
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central del gel se colocéd antisuero de conejo y Se incubo 24
horas. Al cabo de este tiempo, sdlo observamos dos bandas de
precipitacién bien definidas entre el pozo superior y el
surco central, en la po5icidn donde migra la inmunoglobulina
& (Fig, {43,

For estos resultados concluimos que 1a IgG de conejo
presente en el antisuero reconoce solamente a la Ig6H v no a

otros componentes del SHT.

3. Analisis de la I5GCwIgGH en PAGE-SDS

El analisis electraforéticn de las fracciones de la
136Cx:13GH obtenida mediante cromatografiz de afinidad fue
kecho en geles de poliacrilamida-SDS (Fig. 15).

En el primer carril se colocd una muestra de SHT
diluids 1:40; en los carriles 2 y 3 se colocaron muestras de
las fracciones del suero gue no se asociaron & la columna de
afinidad y eluyeron con el primer amortiguador de PBS 15 mM,
pH 7.4; en el carril 4 se coloco una muestra de las
fracciones gque si se asociaron a la columna de Sepharose 4B
vy eluyeron con el segundo amortiguador de glicina-HCl ©.1 M,
pH 2.8. puede cbservarse en el carril 4 una banda dnica que
corresponde a la Ig6 humana. Por lo tanto, mediante
cromatografia de afinidad en Sepharose 4B si pudimos
purificar los anticuerpos especi{ficos dirigidos contra IgGH

& partir del antisuero total de conejo.
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Fig. 4. Aralisis de la I9G6CuIgGH por inmunoelectroforesis.
En el pozo superior se colocaron 10 pl de IgGH (2 mg/ml),
{IgG) v en el inferior 10 pl de sueroc humano total (SH).
Después de la corrida electr-n&nrética, eri €1 surco central
se colocaron 100 pul del antisuero de conejo {wlgh). 5e
observan en &1 gel por iluminacidn indirecta bandas de
precipitacidn entre cada pozo y el surco central, gue
corresponden a la I8G, lo cual indica gue el antisuero era

/ :
especifico.
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Fig. 15. Analisis de la IgGCuigGH por PAGE-SDS. En el carril
1 se colocaron 1S pl de suero de conejo total Edi}uf&n 1:40).
Ern los carriles 2 y 3 se colocaron 1S pl de las fracciocnes de
las prote{nas del sueroc gue no se asociarcn a la columna de
afinidad con el amortiguador A (ver Fig. 13). En el carril 4
s& colocaron 1S pl de las fracciones gque si se asociaron & la
columna y eluyeron con &l awmortigueador B {(ver Fig. 13). La
flecha de la derecha indica gue la unica banda Qque se

observa en el carril 4 corresponde a la IgGCuwligGH.
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D. Adscrcicn del primer anticuerpo {(IgGH) a membranas de

nitroceluloss

Para realizar el dot-ELISA con IgGH, adsorbimos primerc la
IgGH purificada a membranas de nitrocelulosa. Para saber si
la cantidad de proteina aplicada era proporcional a !a
cantidad adsorbida ern la membrana, tefimos luego a esta con
Azul de Coomassie.

Colocamos muestras con 0.5, i, 2, 4, 8, 146, 32 y 64 ug
de IgGH en una tira de nitrocelulosa. La cantidad de 1IgGH
gque se &ijé er la membrana de nitrocelulosa si fue
proporcional a la cantidad gue se colncé, de acuerdo a la

intensidad de las manchas de Azul de Coomassie (Fig. 16).

E. Determinacion de las condiciones de reaccidn de la HRP

corn 9-Cl-1-N

t. Efecto de la concentracion de 4-Cl-1-N

Para encontrar la concentracion apropiada de 4-C-1-M,
variamos las concentraciories de éste ¥y marntuvimos constante
la concentracion de HRP (14 pg/ml) v el tiempo de incubacion
{3 min). En la Fig. 17 se cbserva que 62.5 pg de 4-Cl-1-N/ml
fue la concentracidn con la cual ocurrio la reaccidn

ernzim&tica a velocidad méxima, con una Km de 62.5 pg/mi,
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Fig, 6. Adsorcidn cuantitativa del primer anticuerpo {(IgGH)
a membrarnas de nitrocelulosa. Se colocaron muestras de 10 pl
que contenian t, 2, 4, 8, &, 32 y &4 pg de Ig6H y se tiferon
con azul de Coomassie. La intensidad de las marnchas fue

proporcional & la cantidad de Ig6 aplicada en cada muestra,
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Fig. 17. Efecto de la concentr-acién de 4-Cl-1-MNaftol sobre
la velocidad de reaccion de la HRP. La enzima se encontraba
a2 concentracion fija {! pgiml) v el tiempo de ir.cubacic;n fue
constante (S min). La velocidad de la reaccion fue
proporcional a iz concentracibn del cr-amégewc {4-C1-1-N),
cuarndoc esta fue mencr de 125 pg/ml (7 wM). Ern los siguientes

ensayos se uss 4-Cl-i-M a &2.5 pg/ml (3.5 mM).
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equivalente a 4-Cl-1-MN 3.5 mM, en las condiciones empleadas.
2. Efectoc de la concentracion de enzima

Para determinar las concentracicnes de enzima dentro de las
cuales la formacidn del producto de reacciﬁn fuese
proporcional sl contenido de HRP, mantuvimos constantes la
concentracion de 4-Cl-1-N (&2.5 pgfml) y el tiempo de
incubacion (5 min). En la Fig. 18 se observa gue

1 pg de HRP/m! se encuentra en la regién lineal del
incremento de la velocidad de la rea:ci&n, y que la
velocidad maxima se alcanza con aproximadamente & pg de

HRP/ml.
3. Efectoc del tiempo de incubacian

Con las concentraciones de enzima (! pg/ml} y substratoc (62.5
wg/ml) definidas antes, encontramos gue la reaccion
enzimética era proporcional al tiempo de incubacién hasta
aproximadamente ! min, vy que el 4-Cl-i-N se agotaba entre 4

y S min (Fig. 19). En estas condiciones el decremento de la
DO 340 nm por p3 de HRP por min de incubacion (DO/min por

pga! fue aproximadamente 0.33, loc gue equivalié a2 una
actividad especifica de 0.22 pmoles de 4-Cl-1-N

transformados por min por pg de HRP.
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Fig. 18. Efecto de la concentracidn de la HRP sobre la
_elocidad de reaccidn. Se observo que la regidh lineal de
incremento de la velocidad de la reaccidn ocurrid con no was
i€ & p3 de HRP por ml, en tantoc gue ta velocidad m&xima se
alcanzo con aproximadamente & pug de HRP/ml vy disminuyé cuando
la tahcentracién de HRP rebasoc los 2% pg/iml. Condiciornes
fijas de l& reaccion: 62.5 g de 4-Cl-1-M por wml v S min de

’
rncubacion.,
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Fig. 192. Efecto de! tiempoc de incubaciaﬁ sobre la reaccinﬁ
enzimatica de la HRP. Se mantuvieron constantes la
concentracion de enzima (1 pa/imi} y de 4-Cl-L1-M {(82.5 pg/imi).
La cantidad de procductc fue proporcional &l tiempo de
incubacidn hasta aprozimadamente ! min, v el cromdgeno se
agutc: alrededor de los 4 min. La actividad espec:’iica de la
HRP, calculada corn el promedio de los puntos obtenidos hasta
el primer minutc de incubacién, fue de 0.22 pmoles de

4-Cl-1-N transforuwados por pg de proteina.
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F. Dot-ELISA con IgGH

{. Condiciones del ensayo

Para probar la actividad inmuroguimica v enzimatica del
segundo anticuerpo conjugade a la HRP, asi como la dilucion
apropiada y el tiempoc de reaccion del cornjugado, realizamos
un dot-ELISA con discos de nitrocelulosz a los gue habfamos
adsorbido el primer anticuerpo (IgGH). Agregamos diluciornes
1:50, 1:100, 1:300 y 1:S5S0C del conjugado a los discosi l=
reaccion se llevd a cabo con MR diluida {:8 que contenia
2.5 pg de 4-Cl-t-N v HaOzx al 0.0015%. Las mezclas se
incubaron S, 15 o 30 min a temperatura ambiente. Encontramocs
que & los 1S min de incubacidn de la MR con el conjugado
136CxIgGH-peroxidasa dilufdo 1:300 habia un depdsito
claramente visible de producto azul sclamente en los discos

con 32 pg de IgGH fijada, pero no en los gue no la contenian.
2. Sensibilidad y Especificidad

&. Sensibilidad

Para probar la sensibilidad del sistema variamos las
cancentraciones del antfeeno {IgGH), del cual colocamos

diluciocnes seriadas al doble que conterian desde 69.5 na

hesta 32 pg por discc. Encontramos que el sistema detecto
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claramente desde | pg de I36 bajo estas condiciones.
b. Especificidad

Para probar la especificidad del segundo anticuerpo usamos
como antigenc IgGH e I3As l{esta ultima pur-ificada por el
Biol. Fermnando Mavarro Garcia por cromatografia en DEAE-c y
Sephacryl 5-300), de las cuales colocamos diluciones
seriadas al doble gue contenfan desde i pg hasta 32 ug por
disco v como segundo anticuerpo usamos IgGCuIgGH. Observamos
que la IgGCmIgGH dic reaccibn con la IgAs sclo hasta la
dilucion 1:50, peroc con la IgGH lo hkizo hasta la dilucion
1:300.

La leve reaccion positiva cruzada del conjugado con la
Ighs (seis veces mencs intensa gue con la IgGH)
probablemente se debio a gque ambos antigenns {IgGH & IgAs)
contienen las miswmas clases de cademas ligeras (kappa vy
lambda) y cowparten algunos determinantes antigénicos de las

cadernas pesadas.

G. Dot-ELISBA con Entamoeba histolytica

S5e realizs un dot-ELISA en las siguientes condiciones:
Se zdsorbieron 10 pl del antfgenc {3 X 10 amibas) en
cada pozo del Minifold sobre el papel de nitrocelulosa de

103 X 133 wm previamernite hidratado.
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El papel se preimcubé con S00 pl de TBS durante S min y
posteriormente se elimind por succign.

Se bloguearon los sitios del papel gue hubieran guedado
libres {(sin aﬁtiqeno} caon 200 pl de BSA al S% en TBS durante
i hora y luego se retiraron paor aspiracién.

Se depositaron muestras de 100 pl de los sueros
antiamibianos de tuatro personas sanas y de cuatro personas
con absceso hepéticn amibiano {ya titulados por el método de
ELISA clasico) en diluciones seriadas sl doble desde 1:50
hasta 1:102400 en BSA al 1% en TBS {pozos 2 & 12) durante |
hora, que luegoc se lavaron tres veces cotr S00 pl de TBS.

La primera columna de filas A-H correspondid & mezclas
de control negativo ("blancos"! donde rno se coloct suero
humano.

Se colocaron luego en cada pozo 100 pl del segundo
anticuerpo conjugado con peroridasa {IgGCwIgGH) diluido
1:300 enn BSA &l 1% en TBS gue se incubo durante 2 horas
luego se lavo tres veces con 500 pl de TBS.

La reaccion enzimatica se llevo a cabo con 250 ul de
mezcla dg reaccion diluida 1:8 en TEA-salirno y se incubd
durante 1 hora; al cabo de este tiempo se 1avo Yy S5€ dejé
secar el papel.

Encontramos que los sueros negativos {(colocados en las
filas A, B, € y D) desarrollaron color hasta las diluciornes
1:200, 1:200, 1:100 y 1:200, respectivamente.

Con los cuatro sueros restantes de pacientescon absceso
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hepéti:a en curso {controles positivos colocados en las
filas E, F, G y H) obtuvimos precipitadoc azul hasta las
diluciones 1:1800, 1:300, 1:1800 y 1:12800, respectivamente
{Fig. 20}).

Loe tftulos obternidos para estus suerocs positivos y
negativos con nuestro método correspondieron
aporoximadamente con los gue habian sido obtenidos
previamente por ELISA clésico usando diluciones seriadas de

S en S {(Tabla &).
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Fig, 20. Bot-ELISA con antigeno de trofozoitos E.
histolytica. Se muestran los resultados cbtenidos con ios
sueros de cuatro personas sin infeccion amibiana icontroles
negativos) colocados en ios pozos de las filas A, B, € ¥ D,
ern los gue se observa desarrocllo de manchas de color hasta
las diluciones 1:200, 1:200, 1:100 y 1:200, respectivamente;
los cuatro sueros de pacientes con absceso hepéticc amibianoc
en cturso f{controles positivos) fueron colocados en los pozos
de las filas E, F, G v H en ellos se observa desarrollo de
manchkas de color hasta las diluciones 1:1600, 113800, 1:1&600
y 1:12300, respectivamente, La primers columna {BCO.)
corresponde en todos los casos a muestras blanco gue

contenian el acarreador (BSA al 1% en TES) perc no Sueroc.
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TITULOS COMPARATIVOS OBTENIDOS COH ELISA CLASICO Y
DOT-ELISA EN SUEROS DE PACIENTES SIN INFECCION PREVIA Y
CON ABSCESO HEPATICO AMIBIANO EN CURSO?,

Suero Pacientes con ELISA
No. absceso hepatico Clésico? Dot©
1 o 625 200
2 " 625 200
3 " 125 100
4 ® 625 200
5 &i 3125 1500
6 o 3125 800
7 " 15625 1600
8 " 15625 12800

2 Los nimeros indican los reciprocos de las diluciones a
los que ocurrié la reaccién al punto final.

b Diluciones seriadas de 5 en 5.
€ Diluciones seriadas de 2 en 2.
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VI. DISCUSION

T s . =
A. Purificacicon del primer anticuerpo

Para la puri+icaci$n de 1gG se han descrito gran cantidad de
métodos, entre los cuales la precipitaciﬁn del sueroc con
sulfate de amonio, seguida de cromatografia de intercambio
ionico en DEAE-c, es el mas ampliamente usado debido a su
serciller y alto rendimiento {Fahey vy Terry, 1978). Sin
embargo, las preparaciones obtenidas de este modo
gerneralmente estan contaminadas por otras prntefnaa 5éricas,
& incluso por otras inmunocglobulinas {(Doellegast y Plaut,
1978}

El metodo para purificar a la Ig6 gue hemos empleado en
este trabajo fue descrito originalmente por Doellegast vy
_Piaut {1974) parae la purificacion de IgA sérica. Por
resultados obtenidos previamente en nuestro laboratorioc
{GQuezada-Calvillo, 1984), dicho método parecia ser util para
obterner IgG sérica con alto gradoc de pureza. Las fracciones
ezluidas con Tris-acetatos 0.5 M NaCl 0.25 M, pH 8 mediante
crnmatagraf{a del sueroc en L-Fen-5 (Fig. 8), se encontraron
wuy enriguecidas en IgG, pero aun contenfan albumina {Fig.
11). Estas fracciones fueron sometidas luego a un segundo

(i g = 3
paso de purificacion en DEAE-c, en condiciones de elucion
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que no permitieron la asociacin% de la 136G peroc si de otras
prnte{nas a la resina, para asi cbtener preparaciones de
IgGH suficientemente puras para inmunizar conejos y cbtener
antisueros adecuados {Fig. 9).

Aungue el rendimiento con el metodo empleado fue bajo
{Tabla S), la relativa alta concentracion sérica de esta
clase de inmurnicglobulina permite que se obtengan cantidades
apreciables de IgGH a partir de pegueras cantidades de suero
humano. Ademés, por la gran pureza de las preparaciocnes, el

« i 7} 14 =
método de purificacion resulto muy converniente.

! /
B. Producciocn y purificacion del segundo anticuerpo

Para la irnmunizacibn de conejos con IgGH usamos el metodo
descrito por Mayer y Walker (1780), que se basa en la
formacion de arcos de precipitadc entre 1os surcas y los
pozos formados en una placa de ag3arocsa. Obtuvimos antisuesros
cuyo punto de eguivalencia fue de 1lio;, o gue cgrresponaié
a 35&.2 pg de Ig06H por wi e aalisuero «Fig. 12).

Cuando hablae un e.cesc de A5 en la mezcla Ag/Ab que se
coloce &n ics Poiosg S€ Earmd €l arco de precipitado entre
cstos pozos y €l surco donde se coloco solamente Agi cuando
rablia exceso de Ab en la mezcla Ag/Ab, el arco se formno
entre los pozos y €l surco donde se coloco solamente Ab y
cuando la reaccion fue €quivalente, €l precipitado se formg

dentro del pozo correspandiente al punto de egquivalencia
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{Fig. L2} {Dawvis, 177&).

Uriza vez obtenidos los antisueros, purificamos los
anticuerpos espe:f§icos mediante cromatoarafia de afinidad
en una columna de Sepharose 4B acoplada a IgGH. Este método
permitib mbtgner, en un solo paso, anticuerpos especfficus

con un altpo grado de pureza (Fig. 13).
€. Acoplamiento de la 15GCwIgGH con peroxidasa

Las enzimss unidas & anticuerpos han sido awmpliamente usadas
en immunoguimica para detectar antigenos en los tejidos.
Esta tetrnica da buenos resultados con la peroxidasa de
rabano (HRP) unida covalerntemente a traves de uno de los dos
grupes activeos del glutaraldekido. El grupo aldehido gue
gueds disponible se une luego al anticuerpo (Avrameas vy
Terrychk, 1271},

Con este metodo acoplamos la peroxidasa a S mg de
I5GCuIgGH. Para la deteccidn de la actividad de la enzima
conjugada usamos como substancia crnmugénica al 4-Cl-1-N gue
es oxridado por el pera&idu de hidr&genn {H202) en la

S— ik ;
siguiente reaccicn general (Morris, 1976):

HRP + Haba(====) HRP-Hz0z=----3HRP + 2 Ha0=

AHg A

ern dornde AHza es la substancia :rumngénica y A es gl
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producto colorido insoluble.

D. Condiciones de rea:cién y actividad especf#ica de HRP

Las concentraciones apropiadas de 4-Cl-1-N v de enzima para
la reaccion de la percridasa de rabano (HRP) fueron 62.5
pasml y § pgiml, respectivamente. En estas condiciones la
reaccion se mantuvo en la regién lineal de incremento de la
velocidad de reaccion (Figs. 17 y 18). El crowmogenc se agat&
ern urngs 4 min en estas condiciones (Fig, 1%9). La actividad
cene-{fica de la HRP resulto as{ de 0.22 pmoles de 4-Cl-{-N

trancsformados por minuto por pg de enzims.

E. Dot-ELISA con IgGH

Las membranas de nitrocelulosa han sido muy usadas en
binlogfa molecular para la irmovilizacibn de Acidos
nucléicos y proteinas (Jahn y col., 1983).

Adsorbimos IgGH en las membranas de nitrocelulosa para
probar la actividad inmunnqu{mica ¥y enzimatica del sSegundo
anticuerpo conjugado con HRP, asi como la dilucidn apropiada
y €1 tiempo de reaccicn del conjugado.

Encontramos que con 1S min de incuba:iﬁn. el segundo
anticuerpo conjugado (IgGCwigbGH-peroxridasa) dilufdo 1:300
producia un depdsita claramente visible de precipitadoc azul

er las membranas de nitrocelulosa que contenian IgGH
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inmovilizada. Asi miswo, determinamos la sensibilidad del
cistema variando las concentraciones del primer anticuerpo
{I3GH}§ encontramds gque se pad{a detectar claramente por lo
mencs § pg de IgGH en estas condiciones.

Para probar la especificidad de nuestro segundo
anticuerpo, usamos cowmo primer anticuerpo IgGH o IgAsH.
Observamos que la I3GCwiIglGH conjugada con HRP reconocic a la
IghsH solo hasta la dilucion 1:50 pero a la IgGH hasta la
diltucidn 1:300. Por lo tantoc, nuestro segundo anticuerpo es
seis veces mas potente para la deteccidn de I3GH gque IgAsH.

Lz reaccidn positiva del conjugado con la IgAsH
probablemente se debid a gue tanto IgGH como IgAsH contienen
las mismas clases de cadenas ligeras {kappa y lambda) vy
compartern determinantes ar:ti'aér;il:os ernn las cadenas pesadas
Ty ot

Consideramos gque este resultado es wmuy importante, ya
gque con nuestro metodo interesa detectar anticuerpos
antiamibianos preferentemente de la clase IgG, v la IgA no

2 P 5 ;i
parece contribuir significativamente en esta reaccidn.

F. Dot-ELISA con E. histolytica

Ung vez gue definimos las condiciones de reaccidn del
dot-ELISA con IgGH, pudimos probar el sistema con
trofozoftos de E. histolytica como antfgeno. Para ello

usamos cuatro sueros de personas sanas ¥y otros cuatro de



personas con abscesc hepitico amibiano, los cuales habfan
sido previamente titulados por el método de ELISA clasica.

Las condiciones del ensayo en cada pozo del Minifold
fueron las siguientes!

a) Antfqeﬁn amibiano: 3 X 10* amibas (10 ul por pozo)

b) Primer anticuerpo: suero humanc & prueba, en dilucicnes
seriadas a! doble desde 1:50 hasta 1:102400 (100 pl por cada
pozo, excepto la primera columna A-H del Minifold a la gue
se anaden 100 pl de BSA al 1% por pozo)

c) Segqundo anticuerpo: IgGCwIgGH-Peroxidasa, ditufda 1:300

(100 pl por pozo)

4} Substratoc: mezcla de rea:ci&n diluida 1:8 con 62.5 ngiml
de 4-Cl-1-N v Ha0z al 0.0015% (100 pl por pozo)

e} Tiempo de reagcién: 1 hora.

Encontramos gue los sueros de personas sanas {controles
negativos, colocados en las lineas A, B, € v D}
desarrollaron color ern los primeros pozos hasta las
diluciones 11200, 1:200, 1:100 y 1:200, respectivamente, por
lc gue los inversos de tales diluciones (100-200) fueron
consideradas como los tftulos al punto final de los sueros
normales.

Con los cuatro suercs restantes (controles positivos,
colocados en las columnas E, F, G y H) obtuvimos un
precipitado azul en las diluciones 1:600, 1:800, 1:8600 ¥y
1: 12300, respectivamente.

Los t{tulos obtenidos para los suercs positivos vy
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negativos con nuestro método correspondieron aproximadamente
& los que hat{ar sido obtenidos previamente con el método de
ELISA c}éﬁi:n ern €l que se usaron diluciones seriadas de &
en § (Tabla &).

El ELISA clasico se ha aplicado con exito desde hace
urnia decada para el serodiagnéstico de infecciones
parasitarias tales como enfermedad de Chagas, egquinococosis,
paludismo, esgquistcsomiasis, tripanosomiasis y leishmaniasis
cutdnea yw visceral (Pappas v col., 1983).

El w€todo dot-ELISA usa membranas de nitrocelulosa en
vez de placas de microtitulacidn como soporte del ant{genn ¥
ka sido empleado para el diagndstico serulégicn de la
leishmaniasis visceral {(Pappas y col., 1983} y més
recientemente de la amibiasis (Sanjai y col., 1985).

E! metodo dot-ELISA cfrece varias ventajas. Puede ser
usado para detectar anticuerpos dirigidos kacia cualguier
antigeno que haya sido adsorbido a las membrarnas de
nitrocelulosa & inducidos en animales o en humanos. Se
recesitan minimas cantidades, tanto del antigeno del
pardsitc fijado & la nitrocelulosa {gue puede ser preservado
por largo tiempo), comc los reactivos gue utiliza. Tambien
se reqgquieren cantidades muy pegquedas de suero para su
titulacion. La prueba toma poco tiempo {alrededor de 2 k) vy
se realiza a temperatura ambiente.

A diferencia del ELISA clésica, el dot-ELISA rno

requiere fotdmetro o colorimetro especial para la lectura de
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las placas de micrggggu}acién. Tampqu:rQQuiere contador de
centelleo, §uenteﬂ8; ﬁsé;r, isétaﬁﬁs.;adioactivos, etc.,
como el radioiﬁmundenBaya, por lo que resulta muy econbmico
y puede ser utilizado en dreas remotas o alejadas de
laboratorios de diagnésti:n ciinico donde la electricidad,
transporte y personal auxiliar sean wmuy limitados o rno
existan {(Pappas y col., 1983, 1989 y 1985). Los resultados
obtenidos corn el dot-ELISA son lefdos visualmente y el
precipitado gue se deposita sobre la membrana es estable por
MeESES.,

El ELISA clésico, el dot ELISA vy la prueba de f-i;acic';n
del complemento han sido comparados en estudios seralégicns
de leishmaniasis; la sensibilidad y ecpecificidad del ELISA
cidsico y del dot-ELISA fuercn eguivalentes y superiocres a

HES Fijacién del complemento {(Pappas v col., 1934},
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VII, COMCLUSIONMES
A. Purificacion del primer anticuerpo {(IgGH)

{. La IgGH no fue suficientemente purificada mediante

crnmatagra%{a en L-Fen-5.

14 - N . s N
2. La IaCGH si fue purificada suficientemente mediante

cromatografia en L-Fen-5 seguida de cromatografia ern DEAE-c.

2. E!l rendimiento de la IgGH con el segundo metoda de
purificaci&n fue bajo; sin embargo, su relativa alta
corcentracion 5érica, permitié cbtener cantidades

suficientes pars usarla como primer anticuerpo.

B. Produccion del segundo anticuerpo
1. Los anticuerpos de conejo especf&icns anti IgGH se
indujeron adecuadamente con preparaciones de IgGH obtenidas

por nosotros.

2. Los anticuerpos de conejo anti IgGH se purificaron en un

’
soloc paso mediante cromatcgraffa de afinidad.

IN)



’
3. El acoplamiento de IgGCwIglGH a la peroxidasa de rabano se

realizo adecuadamente con glutaraldehide.
€ Determinacién de las condiciones de reaccién de la HRP

1. El andlisis de la cinética de reaccion de la HRP permitié
optimizar la :nmpnsicién ¥y tiempo de incubacidn de la mezcla

de reaccidﬁ.
D. Dot-ELISA con IgGH

1. La adsor:ién del primer anticuerpo a las membranas de
nitrocelulosa permitié determinar la actividad inmunnqu{mica
y enzimatica del segundo anticuerpo conjugado a la HRP, asi
como la dilucién apropiada y el tiempo de #eac:ién del

conjugado en €l método de ensayo.
E. Dot-ELISA con antigeno de Entamoeba histolytica

1. Muestro sistema dot-ELISA permitié titular de manera
répida y confiable a los anticuerpos anti En eb

histolvtica del suero.
2. Cada ensayo emplea 3 X 10* amibas estables

indefinidamente gQue se encuentran fijadas con glutaraideh{dn

’ 5 =
y adsorbidas a un area circular de 4 mwm de diametroc en una

e



membrana de nitrocelulocsa.

3. El segundo anticuerpo debe diluirse 1:300 y la mezcla de
reacciJﬁ incubarse en presencia de BSA al 1% para eliminar

las reacciones positivas falsas y el fondo inespecf&ico.

4. El ensayoc es répida {toma alrededor de 2 horas) y se

lleva a cabo & temperatura ambiente.

5. La titulacidn al puntoc final de los sueros probados se

lee directamente, sin necesidad de equipo adicional.

&. La sensibilidad v especificidad de nuestro Dot-ELISA son

similares a los del ELISA clasico.
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