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RESUMEN 

La amib i a sis, produc ida por las formas m~vil es <trofozoitos 

o amibas ) del pr·oto;:oar·io par·asi to h histolvt i c a, e s una de 

las princ i pales in fecciones que afectan a la poblacion de 

nuestro pa{s. No e x iste n datos precisos sobre la 

epidemiolog{a de la amibiasis. Parte de la falta de esta 

in formac i Ón se debe a la e arene i a de métodos de di a9nÓs ti e o 

cor.f i ables, té'crdcamente simples, bar·atos, pr·á'cticos y cuyos 

reactivos y equipo esten al alcance de laboratorios de pocos 

recursos. El prop6sito del presente proyecto de 

investi9aci6n fue montar y estandari;:ar el m~todo dot-ELISA 

par·a la detección de ar1ticuerpos antiamibi<rnos, que 

satisfaga los requer· imientos mencionados par·a el diagnostico 

ser·oldgico de arnibiasis. Para mor1tar· el sistema dot-ELISA 

llevamos a cabo var·i as etapas: 1> Purificación de 

inmunoglobulina G s~rica humana <I9GH> por cromato9raf{a 

hidr·ofÓbica ·y de inter·cambio iÓnico, para 2> ir1mur1i2ar 

conej os y producir un antisuero, que 3> purificamos por 

cromatograf(a de •tinidad en una columna acoplada a IgGH y 

obtener los anticuerpos de conejo anti IgGH CigGCmigGH>, 

par a 4> acoplarlos a la enzima peroxi<lasa de r~bano <HRP>; 

5> El ar1t{ger10 amibiano se obtuvo de h histol'!'tica 

J 

cultivada axenicarner1te en r1uestro labor·ator·io y 6> se 

adsorbía a 111er11brar1as de nitrocelulos a que sirvier·o r1 de 
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soporte en la pr ueba. Def l nimos las siguientes condiciones 

d e l ensayo: al cantidad de ant Í9eno i nmovil izado ; bl 

di lució'r, y volumer1 del suero probl e111a; el c or1centraci Ór1 y 

v olumen de la I9GC~I9GH conjugada con per oxidasa y dl el 

tiempo de l a r·eacciÓn er1z i111ática. Ur1a vez optimizado el 

sistema dot-ELISA, defini111os su sensibili d ad y espec i ficidad 

y Jo co111para111os con el Tll~todo de ELISA clasico . Usamos 

cuatro sueros de personas sanas y otros cuatro de personas 

con absceso hepatico amibiar10, los cuales hab{an sido 

pre vi amente titulados por· el metodo de EL ISA clasico. 

Encontramos que los sueros de personas sanas (controles 

negati vos>, desarrollaron color en los primeros pozos hasta 

las diluciones 1!100 y 1:200, por lo que los inversos de 

tales diluciones 1100-200> fueron consideradas como los 

títulos al punto final de los s u e ros normales. Los cuatro 

sueros restantes !controles posit ivos>, desarrollaron color 

en las diluciones 1:600 Idos>, t :aoo, y 1:12400, 

r espectiva111ente. Los tltulos obtenidos para los sueros 

positivos y negati vos con nuestro m'todo correspondieron 

apro:drnadamente a los que hab{ar1 sido obtenidos pr·eviamente 

con un ELISA cl~sico en el que se usaron diluciones seriadas 

de 5 en 5. Concluimos que nuestro sistema Dot-ELISA per111ite 

titular de manera r~pida y confiable a los anticuerpos 

str-icos ar.ti Entamoeba histolytica , empleando co1110 ant{9er10 

en cada ensayo 3 X 10 .. amibas estables iridefiriidaaente que 

se encuentran fijadas con 9lutaraldehÍdo y adsorbidas a un 
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area circular· de q mm de diámet ro err urra membr·ar1a de 

nitrocel ulosa, el segur.do anticuerpo dilu{do 1:300 y la 

rne:zcla de r-eacciÓn incubada en pr·esenc 1a de BSA al 1'1. par·a 

eliminar reacciones positivas falsas y el fondo 

inespecif(co. Es un método r-apido !torna alr·ededor· de 2 

hor·asl y se lleva a cabo a temper-atur-a ambier1te . La 
, 

titulacion al punto final de los sueros probados se lee 

dir-ectamente, sin necesidad de equipo adicional. Su 

sensibilidad y especificidad son similares a los del ELISA 

e iC:sico y por lo tarfto mayore-s que las de olr·os rne .. todos 

I 

ser·olo9icos que se emplean r-utir1ariarnente par-a el 

dia9r1Óstico, como la cor1trair1munoelect r oforé'sis y la 

fijaci ó n del complemer1to. 
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I. INTRODUCCION 

A . Parasitismo y para'sitos (Browr. y Neva, 1983 y Donaldsor., 

1979) 

La par asitolog{a estudia a los or·9anismos llamados para'sitos 

que habitan temporal o permanentemente, sobre o dentro, y a 

expensas de otros or9anismos vivos lhu,spedes> con los 

cuales interaccionan. 

Er1 la simbiosis hay ur1a asociacio'r, per·mar.ente de dos 

organismos que no pueden e xistir independientemente. En el 

mutualismo, ambos organismos son beneficiados y en el 

comensalismo una de las part e s es benef iciada y la otra no. 

El t~rmino par~sito es sin embargo aplicado al 

or·9ard smo que se asienta er. el r.uésped y se al i111enta del 
, 

mismo, obtiene y recibe todo el beneficio de la asociacion . 

El t.ue'sped puede o r.o sufri r· desor·denes or-ga'r, i cos o 

fur•cior,a les causados por el par·ásito. Un ectoparásito vive 

fuera (infestacion ) y un endopar~sito vive dentro del 

IHÍesped (ir,feccio'r.>. Un para'sito es facultativo cuando puede 

tener· una existencia libr·e o par·asÍtica, y obli<;1ado cuando 

reside per·mar.er1temer1te y es completamente dependiente del 

hÚesped. Un parásito es ir"•cidental cuar1do se esta.blece en un 



nue:spe<i ert e- 1 cua.1 rio vive- or-dinar· iarttE'rst e-. Ur1 par·ásito 

tfmporal es libre parte de s u exi stenc i a y r ecurre a su 

huésped i ntermitentemerite para obter1er ali merit o. Ur, par·ásito 

permanent e se asienta sobre o dentro del hu¿sped en su 

maduréz o su vida entera . Uri parás ito pato'g~mo causa daño 

por· sus acti vidades mecárdcas, traumáticas o toxi c as. Un 

par·ási to copro:zoico es ur1a especie for·á r1ea que pasa a t r aves 

del tracto alimentario sin infectar al hu~sped. 

La tr·ansmisiÓn de parásitos inclu ye tr·es factor·es: 1) 

u na fue-rit e dw ir1fección, 2> ur1 modo de- trar1srnisiÓr1, y 3l la 

presencia de un hu~sped susceptible. El efecto combinado de 

estos factores deter mina la prevalenc i a del parasito en un 

tiempo y lu9ar determinados. L a incidencia de las 

infeccione-s por parásitos de humanos se incrementa cuando 

las condiciones ambientales favorecen la e xi stencia 

extracorpdrea del par~sito y por la carencia de higiene y 

saneamiento er1 las comunidades . 

B. Protozoarios parásitos 

Los protozoarios son organi smos unicelulares que viven 

aislados o en colonias. Cada protozoario es una unidad 

completa cap~z de llevar a cabo todas sus funciones, tal 

como un organismo superior qu e contiene diversos tipos de 

celulas especializadas. La mayoría de los protozoarios son 

de vida libre, pero al9unos se han adaptado para vivir en 
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c.l? .. rn r.uespe a . Su,, Ór·9ar1os d e locomoc iÓn sor1 p rolongac i orres 

a e l ectoplasMa conocidos como pseudopodos (formas 

temporale-s l, cilios , flagelos y membranas ondulantes (formas 

permanentes ) IBrown y Neva, 1983>. Los protozoarios se 

a l 1mEH1tar1 por· er19lobamier1to hacia su interior de par·t{culas 

sÓl idas formar.do •vacuolas alimenticias• y tar11bién por 

absorciÓr1. Cier· tos par·ásitos que son activos ers un estado, 

di sminuyen su actividad cuando se en~ierran en s{ mismos en 

una pared r esistente y dura y forman el llamado quiste 

IDonaldson, 19791 . La pared del qu i ste es una cubierta 

ectoplásmica. 

El endoplasma granular contiene uno o varios n~cleos. 

I 

Puede contener tambien vacuolas alimenticias, vacuolas de 

reser·v a , par·tÍculas del exter·ior, vacuolas corrtr·áctiles (que 

r .e9ular1 la pr·esiorr osmótica y eliminan el mater·ial de 

desecho) y cuer·pos cromatoides. L a membrana nuclear· er19loba 

un re-tÍculo fir10 y cromatina concerrtrada en pequeñas 11asas 

IBrown y Ne-va, 19831. 

Los modos de repr·oduccio
1

r1 d e los pr·otozoarios sors 111uy 

dive-rsos , e incluyer1 la fisi¿n biriaria , la •ultiplicaciÓn 

sexual y asexual lDonalson, 1979>. 

C. Amibas 

l. Generalidades 
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Las amibas son proto:zar ios en tre los cuales est~n incluÍdas 

Muchas especies de vid a libre que son p r ob ablemente l as 

formas animales mas primitivas <Brown y Neva, 1983 >. 

Las seis especies de amibas para'sitas del hor11bre sor.: 

J> Er1tam0Pba histoh•tica, 2> Er.tamoeba coli , 3) Er.tamoeba 

gir.sivalis, 4> Dientamoeba fras i lis , 5 ) Endolimax nar1a y 

6l Iodamoeba butsctil i i . Todas viven er1 e l intestino 9r·ueso 

, 
e xc epto S,,. 9in9i v alis, que habita en la boca. Solo una 

e s pecie , S,,. hí sto lyt ica , es p a tC::9ena par·a los humar.os. 

: z ertos pro tozoar ios d e vida libre INaegleria y 

. .;;:.:;.r, thamoeba s pp> son par·ási tos acc ide ritales de humar.os. !L._ 

frasilis no es pat~9E-r;a. Entarnoeba pol e-cki es u ri parásito 

del cerdo raramente incidenta l en el hombre y que puede 

t ener· vida libre como Er.tarnoeba rnoshkovski i (Br·own y Neva, 

19S3l. 

La clas i ficación de las especies del 9~ner·o Entamoeba 

esta basada en el r1Úr11ero de núcleos e r. sus quistes maduros 

(que pueder• ser l, 4, Sl. s.._ col i per·tenece al 9r·upo cor1 

ocho r.~cleos y h polecki , al 9r·upo con ur. sólo r1u'c!eo. En 

el 9r·upo con quistes tetr·ariucleados, S,,. histolytica puede 

ser difererici a da de h har tmani por· el diámetr·o del qu iste 

I 

que ti ene menos de 10 µm, ademas de tener otr·as di fer·emc i as 

morfolÓ9icas detel"'mir1adas 9er1~ticamer1te ·y r10 ser patÓ9er1a; a 

h har'tmarri se le ha der1omi n ado tambi¿r, •raza enar1a " 

IMal"'kell y Vo9e, 1931) IFi9. 1) . 
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Fi9. L Morfolo9Ía comparada de amibas y repr·eserrtacidn 

J ' I e squ ematica de sus rrucleos . Trfo:o1tos y quistes de 

Errtamoeba histolvtica , 5..:... coli , 5..:... sinsivalis , Endolimax 

narra , Iodamoeba butschl i i ~ DieY1tamoeba frasi lis . ect , 

ectoplasma; end, ey¡doplasma ; f , vacuolas alimenticias; i , 

inclusidy¡ del n~cleo; k, carios oma ; n , n~cleo; rbc , 

eritr·ocitos <Tomado de Browrr y Neva , 19831 . 
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2. Entamo2b& histolytica 

~ bistolvti·ca --que taxon~iaicaiaente se sitúa en la 

super clase Sarcodina, clase Rhizopodea, subclase Lobosia, 

orden A111oebidae, faai 1 ia Entamoebidae, 9éner·o Er1tarnoeba, 

especie histol ytica- - causa colitis amibiana, disentería 

a111ibiana, a111eboma y absceso hepático amibiano (Br·own y Neva, 

1983). 

En 187~ Lo&ch descubr·io' a S..... histglYtica en las heces 

de un paciente con disenter{a y produjo lesiones 

intestinale& experimentales en per·ros. Sin e11bar·90, la 

asociacio~ del parásito con la disenter{a no fue establecida · 

sino hasta las investi9aciones de Kar tulis en 1887. En 1901 

Councilman y Lafleur probaron la etiolo9{a amibiana en los 

abscesos hepático&. · ' 1903 WaH:er y Sel lards establecieron 

definitivamente la pato9enicidad de ~ histplytica cuando 

hallaron quistes en ~acientes (Brown y Neva, 1983>. 

;a. Estr·uctur·a 

~ t1istolytica puede ser ob&ervada en la& hece& co1110 ;a) 

trofozo{to, bl prequiste y c> quiste (Fi9. 2>. 

Los trofozo{tos de S..... histolytica Cfor•as 111Óviles y no 

infectantes> se d istin9uen de otras a11ibas intestinales por 

caracterÍs.ticaS; 11orfolÓ9icas que sirven p;ar·;a el dia9no'stico. 

El tuiaño puede ser· de 10- 60 ~11 pero la 111ayor{;1 tienen de 

6 



Fi9. 2 . Repr·esentacidrr esquematica de trofozoÍtos, 

pre quistes y quistes de Entamoeba histolytica. A. Trofozo{to 

que contiene eritrocitos en di9estidrr. B. Prequiste. C. 

Quiste uninucleado j Óven. D. Quiste birrucleado. E. Quiste 

maduro tetranucleado. e, cuerpos cromatoides; ect, 

ectoplasma; end, er1doplasraa; 9, vacuola de 9luc:Ó9eno; k, 

cariosoma; n, nJcleo; rbc, eritrocito !Tomado de Brown y 

Neva, 1933). 
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Los quist ;,': ! for·mas im11o'v iles e i n f ectar. t es > son 

r edondo s u oval es, ligeramente as i m~tr i cos y de 10-12 µm d e 

dia'.met r·o. El qui ste inmadur·o tierre urr solo nu~leo que ocupa 

un terc i o de su diamet r o y c u a n do ha madurado contiene 

I 

c u atro pe que-Ros nuc l eos. 

Los tr·ofozoi't os d e E..,.. his t olyti ca se 1o cali z arr en l a 

mucos a en la l uz del col on , e speci almente en las regi ones 

cecal y s i9moidorrecta1. Se mu ltiplicarr por· fisión bir1ar· i a y 

• l rn:Ícl e-o par·ece- dividi r se por· mitos i s. La r·epr·oducciór. 

ocurre tambi~n en el qui s t e, del que emerg e n ocho amebulas 

como r esultado del exquistami er.to • .5_,_ histolytica 

tradi ci ona l men te h a sido conside-rada anaerobia porque crece 

en tensi o nes bajas de o x ,9eno, pero en realidad es 

mi cr·oae-r·of i l i ca. 

L a amiba ir19iere er·itr·oc 1 ~o s y fragmentos de tejido por 

errglobam i ento cor• sus pseudopodos . Puede ir19er· ir· tambie'n 

bacter i as y otros elementos part iculados contenidos en la 

luz del intestino. 

Los trofozo{tos sobreviven fue r a del cuerpo por muy 

poco tiempo; er. cambio el quiste puede- vivir· dos días a 

37° C y más de 60 d {as a 0°C y muer-e a temper·aturas 

e-xtremas, como -2S°C y so•c. 

b. Ciclo de vida í Fig. 3> 
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Fig. 3 . Ciclo de vida de Entamoeba histol1t1ca ! Tomado d& 

~ 3wn y Nev a, 19831. 
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Los quistes f~~Mados en l a luz del inte stino grueso pasan 

hacia las heces y son inmediatamente infectantes . Cuando son 

ingeridos r·es i ster1 al jugo gástr·ico y pasar• hacia el 

i ntestino delgado. 

AriÍ, bajo la ir1fluer1cia de los jugos digestivos neutr·os 

o alcalinos y la actividad de las amibas que contienen, la 

par·ed del quiste se desintegra, liberando el metaquiste 

tetranucleado, que inmediatamente se divide en ocho pequeRos 

t r ofozoitos uninucleados. Estas pequeffas amibas se mueven a 

lo largo del intestino grueso, donde en condiciones 

apropiadas crecen e invaden la mucosa y la submucosa lBrown 

y Ne-va, 1983>. 

Cuar1do hay diarr·ea, las amibas son expulsadas al 

exter· ior· y pueden ser er1contradas er1 evacuaciones flu{das 

frescas. Si no hay diarrea, las condiciones son mas 

favor·able-s para el er1quistamier1to . La amiba que se er1quista 

pr· imero se hace esf¡r· ica, secreta ur1a pared y su nucleo &e 

divide para dar un quiste tetranucleado maduro. 

Los pacientes con amibias is intestinal pueden dividirse 

en dos gr·upos: al los que tiener1 ataque Ccl(rdco severo o 

cr~nico> y bl los que no muestran evidencia clínica de la 

infeccidn !portadores asintom~ticos>. 

Los quistes son trar1smitidos al hombr·e a travé5 del 

agua y vegeta les cor1ta111inado5 con heces infectivas, a través 

de comida cor. taminada, por las rnanos sucias d• quien prepara 
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Jos aliment os, p o r mo scas l en l a s que se han encon trado 

q u istes er1 l as heces , vo~n i t os y cue r ·posl y por· contacto 

direc t o con portador es I Brown y Nev a, 19331 . Un ind ividuo 

in f ec t ado puede exc r etar m~s de 45 mi llon es de qui s t es por 

día t Ravd i n y Guerrant, 19821. 

La amibiasis ir1testinal puede cur·sar con diar·r·ea de 

9ravedad var· i ab le t que puede 11 egar· a pr·oduc ir la muer· te> , 

alternando con per{odos de constipaci6n y puede ser 

acompañada de c¿licos, meteorismo y en ocasiones mareos y 

I I 
v omitos . En la infeccior1 se pueden producir pequeñas ulcer·as 

en la mucosa del colon, que algunas veces sanan 

espor1ta'r1eamer1te, pero en otr·os casos lle9ar1 a cor.fluir· y 

perforar las capas m~s profundas IFi9. 41. 

La amibiasis extraintesti nal es la ir.vasion de tejidos 

r;o irctestinales por· los trofo2o{tos y ocu r ·r·e secundariamente 

a la ulceraciC:n intestinal . La d i semircaciÓr, de los 

trofo2oitos es 9eneralmente por v{a sanguínea; el ~rgano mis 

comu r1mer1te afectado es el td9ado, deb i do a que r·ec ibe la 

sangr·e colectada <iel ir1lest i rio por· las venas me-sE-r1té'r-icas 

que confluyer1 er1 la ver.a por· ta que dese-mboc a er1 el t.(9ado . 

La ir1feccio
1

r1 hepática prod u ce multiples 2onas de necr·osis 

que al conflu{r for man los mal llamados abscesos. El tamaño 

de las lesior1es varla desde pur.tos del tamaño de cabe2as de 

alfiler, hasta abscesos Úr.icos que abarcar. casi el 90% del 

h Í9ado. Aunque con baja frecu e-ncia, 
/ 

la amibiasis hepatica 

puede dise111ir1ar·se a otros Ór·9ar1os c orno los puhtor1es y el 
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Fig. 4. Amib i asis, cur·so de- la ir1fe-ccidr1 (Tomado de- Br·o~m y 

"IE-- ·.·a, 1c;iB3 > . 
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I ' • 
c e rebro y a sea po r e x tens ion di recta a traves del d 1af ra9ma 

I •• 
en la i nfeccion pu lmonar , o po r v1a h ematogena en Ja 

inf ecc i6n cerebral IBr o wn y Nev a , 19831 . 

Pu eden ocurri r c on menos frecuencia l es i o n e s cut~neas, 

abscesos ano r rectal e s y ulceraciones g e ni ta l es (Fi9 . 5 1 . 

D. Amibiasis 

1. lnmurddad 

L a exposiciÓr1 de los organismos a substar1c i as que les son 

ajenas l ant{9enosl 9er1eralT11ente r·esul t a en la activacio';, de 

u n o o rná s de los mecariismos de defer1s a basados e r. el sistema 

inTllu ne IBenacerraf y Unanue, 19791. Po r lo tanto, es de 

espe r ar que la ir1fecc i dn in testir;al o e-xtra intestinal por· ~ 

b i sto! y tica ind u ~ca una respue-sta i nmu ne. 

Los estudios en este campo usando animales como modelos 

de infección han dado evider;cia de que s{ tiay respuesta 

inmu ne en Ja araibiasis. Sin erabar90 , este t i po de estudios 

r;o h a pod i do aclarar· la r·espue-sta ir.1nu r1e- por· completo ya que 

se ha estudiado pr i ncipalrne-nte la am i b i as i s ext r aintestinal 

caracter· izada por respuestas inmur1es s i sttrnicas, per o Ja 

inmun i dad local y celular han sido poco e-stud i adas <TrissJ, 

1982>. 

El cult i vo de ~ h istolytica en medio axériico ha 

perm i t i do separar los ant(genos amibianos y estud i ar sus 
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Fig . 5. Amibiasis, sitios de lesidn (Tomado de Brown t Neva, 

1983). 
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,._;;., a c t e- r {sticas 
/ . 

i r.rnunogen i c as. Estos ar1tÍgenos son usados 

c omo c~lulas e n teras o como homogenados, en form a s oluble, o 

como fracc iones par ticuladas para Induc ir l a respuesta 

inmune e x pe r imentalmente ITrissl , 1982). 

los arst { 9 er1os de la superficie de l parÍs í to han si do 

I 
evidenc i ados por varios metodos: por la inmovilizacion de 

trofozoÍtos con s u ero inmune, por inmunofluorescencia, por 

a3lutir1ac i o'r1 y por· la lisis de las at11ibas 111ediada por 

anticuerpos y complemento ITrlssl, 19821. 

Los ant{3enos de superficie de la amiba contier1en 

carbohi dratos capaces de unirse a concanavalina A. El papel 

de estos arstÍgenos en la respuesta irsr11une todav{a no se ha 

aclarado, deb ido a la gran capacidad de recaMbio de l a 

membrana por el trofozo{to. Por diversos estudios se haft 

identificado r1umerosos ar1tÍ9ersos pr·ecipitables de ~ 

histolytica que contribuyen a la respuesta inmune del 

hu~spe-d (Trissl, 1982>. 

a. Inmunidad humoral 

La reacci6n i nmune humoral se ha identificado por la 

presencia de anticuerpos espec{ficos circulantes a las dos 

semar1as de la irsfeccl¿n amibiarsa, principal111erite IgG de la 

subclase 2 ISep~lveda, 19321. 

La caracterizacidn de la respuesta humoral y la 

identificaci6n de anticuerpos circulantes específicos tiene 
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:lt> s ap l i c ac ior,l?s prac tic a s: el d i a9rso'st1co d e l a ami b i asis 

t r1 v asor·a y l .: seroe pi demiolo9 Í a d e l a ir1fecciÓn amibiana. 

Los ar1ti cuerpos espec {f í e os se r1ar1 tmccmtrado er1 rnás del 90% 

de l o s paci e ntes que sufren absceso hepático amibiano o 

formas s e ve r as de amibiasis ISepJlveda, 1932>. 

Los a r.t. i cuerpos sor1 pr·oduc idos regu 1 ar·mente er. la 

ar.1ib i asis s in tomática per·o son tambiir1 frecuer1tes en la 

amibiasis as i ntom~tica. La amib1asis invasora provoca 

tft u los mucho m~s altos que la amibiasis no invasora. Estos 

títu los altos tienden a bajar, pero persisten tftulos 

r e-lati vamer1te bajos por meses o años, lo que lleva a falsos 

positi vos en e-stud ios ~.e-ches sobr·e todo er1 zonas er1d~micas 

de·bido a la alta i r1cider1cia d e la enfer·medad y al número 

considerab le de portadores asintom~ticos ITrissl, 1982). 

Otr·o factor· que cor1tr· ibuy& a la defensa local cor1tra ~ 

histolvtica es la secr·eciÓn intestinal de i r1muno9lobulina A, 

o IgA ISep~lveda , 1932>. Estos coproanticuerpos, en 

contraste con Jos anticuerps s¿r icos, persisten solamente 

por· un cor·to tiempo. La IgA in~dbe la absorción ir1testinal 

de a n t{genos y juega un importante papel en la defensa local 

contra enterobacterias, particularmente Vibrio cholerae y 

Escherichia col i enter·otoxigénica. Aderriás, harr sido 

encontrados coproanticuerpos en el 80% de los pacientes con 

amibiasis ir1test ir1al IMuñoz-Espinoza y col., 19Sól. 

Existen informes contradictorios sobre la deterrriinaci~n 

de I9M específica durar1te la er1fer·medad amibiar.a. Los 
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es tudi os más rec i er1tes su9ierer1 que la presenc ia simultá~1e a 

d e I9G e l9M específ icas denotan in f ecc i ón r eci ente y activa 

de absceso hepático, mientras que la pr·eser.c ia de I9G 

especif ic a con l9M negati v a sugi erE ausenc ia de inf ecci ~n 

activa <Muñoz-Espinoza y col., 19Só>. 

!h._ histolytica es capa':;: de activar t ar1to la ví'a cla'sica 

como la v(a alterna del sistema del complemento en presenc i a 

o ausencia de ar1ticuerpos, siendo mayor la activació'r1 por la 

ví a clásica (Orti;:-Ortiz y col., 1978; Calderor1 y Schreiber·, 

1985; Hel' i y col., 1995>. La activación del complemerito 

provoca la lisis de los tl'ofozo,tos in vitro. En la 

a1nibiasis invasora los niveles del complemer.to o sus 

componentes están dismir1uldos desde antes de la infecciÓ·,,, 

lo que permitir(a que ocurr i era la invasi6n tisular . Se ha 

encontrado que los niveles de C3d, producto de la activaci6n 

del complemento, tienen una correlación di r ecta con la 

evolucidr1 del padecimierito, siendo más r·ápida y adecuada la 

recuperació'rs de los pacier1tes con n iveles altos de 

C3d IMuñoz-Espinoza y col., 199ó). La 1 iber·ac iÓn de los 

productos quimiot~cticos del complemento podrfa inducir la 

mi9r·aciÓr1 de celulas fa9ocÍticas al sitio de activación por 

•1 parisito, producier1do de esta mar1er·a la ir1filtraciÓn de 

células polimor·for1uclear·es y macr·Ófa9os en las r·eacciories 

inflaraator· ias de las lesiones !Calder c:Ír1 ·y Tovar·-Gal le9os, 

1990) . 

In vitro, las cepas mas viru lentas del par,sito pueden 
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¡legar a t e ner resiste n c ia a la lis1s po r compl e me nt o 

act iva d o por !as dos vías , lo que pued e expli c a r e n parte su 

. / I 
capacidad d e evad i r Ja a c c 1on d el c o mpl e ment o ICal deron y 

Tovar-Ga ll e gos , 1980 1 . 

b. Inmu n ida d celular 

Una 9r·a n pr·oporc i Ón de pacientes con absceso hepa"t i co 

arn i b i ano acti v o r10 dar. ur1a respuesta cuta'r.ea posit i va a 
, 

p r e par·a c i o r1es anti9erdcas estandar·izadas de s.:_ histolytlca. 

El r1Úme r o de ce-l u las T cir-cular.tes, med ido por· la t~cr.ica de 

rosetas r esult6 normal en estos pacientes. Durante la fase 

i nicial del absc e s o hep~tico los pac i entes s{ dier on 

r eacci¿n positiva. Las reacciones cut~neas fueron positivas 

e r1 1 a rnayor{a de los pacientes un més después de la 

c or.va lescer1cia el {nic:a IDiamansteirr y col., 19801. 

La t asa de transforrnació'n d e los linfocitos inducid a 

por concarraval ina A err pacierrtes cor1 absceso hepá'tico no diÓ 

difer encias significativas con l os i ndividuos norMal e s 

aunq ue los valores fueron li9erame~ t e bajos en el primer 

grupo ID i arnanst e i n y col ., 19801 . 

En general Ja prueba del MIF diÓ resultados similares a 

los o btenidos con la p r ueba cut~nea en los casos d e 

arnib i as i s i n v asor a en humanos . Los resultados fueron 

generalmente negativos durante las fases inici a l es de l• 

i nfecc iÓrr hepática y positivos despu~s del tr-o1ta111ient o del 
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absceso hep~t ico. Se han e ncontr ado anticuerpos espec{ficos 

en el co111ienzo y durante estados subsecuentes de la 

enfer•edad en pac i e ntes con r·e.acc iones i ntradérr11 i cas y HIF . 

En amibiasis experimental, la respuest a inmune c e lu lar se 

er1contró tambié·n dur ante las fases inici ales del absceso 

hepático inducido. En tales condiciones, las reac c iones 

serolÓ9icas fueron positivas CDiamanste in y col., 1980) . 

Se ha demostrado que l a ad111ini s tr·aciÓn de drogas 

inmunosupresoras favorece el desarro l lo de absceso hep~tico 

inducido en hamster·es . AdE"lllás, sólo el r·atór, im1ur1osupriMido 

con suer·o ar1ti 1 i r1foc{tico desarrollo lesiones después de la 

inoculación intracecal con amibas virulentas . Por otro lado, 

extractos acuosos de !L.. his;tolytica o fr·acciones 

antig~nicas, indujeron loa transformaci6n blastogénica de 

linfocitos en pacientes con absceso hepático, sugiriendo la 

sensibilización de linfocitos T por ant(9enos amibianos. 

Diamanstein y col. (1980) han reportado la actividad 

111ito9énica de extractos de~ hittolyt ica en linfocitos 

11urinos. 

Al i9ual que cor1 los linfocito&, la inoculaci~n de 

haasteres con suero de conejo anti-111acrofa9os antes de la 

inoculación intrahep~tica de trofozo{tos produce un auaento 

en el nd111ero y ta111año de los abscesos hepáticos secundar·ios 

(0h&dirian y col., 1983>. Ta111bi'n •e ha observado una 

dia11inuci6n en la fagocitosis de bacter·ias por· 111onocitos de 

ha•steres con absce&o hep~tico CCapin y col. , 1980). 
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' Se ha su9er1do que h a¡ al menos un factor quimi otact i c o 

para monocitos h umanos en los sobrenadantes de cultivos 

axér<icos d e L_ histolytica y se ha desc r·ito la pr·oducciÓn 

por· los trofozoÍtos de ir1hibidor·es de la mi9raciÓn de los 

monocitos (Kretschmer y col., 19861. 

Los leucocitos polimorfonucleares parecen ser el primer 

tipo celular que se encuentra en las reacciones 

i nf l amator· i as durar.te las etapas tempranas de la for111ac io'n 

de abscesos hep~ticos en hamsteres y cobayos (Canales y 

col., 19861. Posiblemente esta infiltraci~n se debe a los 

factor·es quimiotácticos liber·ados por· la activacicfn del 

complemento (Quezada-Cavillo, 19871. 

Los polimorfonucleares pueden lisar a los trofozoltos 

de g.... h ! sto l xti ca si la r·e l ac i o'n amibas-poli 111orfor1uc l ear·es 

es apropiada . Esta capacidad l{tica de los 

pol imor·fonuclear·es r10 r·equier·e suero imnune, sino rn;Ís bién 

depende de la cepa amibiana !Guerrant y col., 1981 ; 

' lopez-Osuna y col ., 19361. 

Otr·o facto r que ha sido estudi ado es la l iberació'n de 

histamina, que tiene un importante papel re9ulador de la 

respuesta irrflamator· ia. Se ha encor.trado que la liber·aciÓn 

de histamir1a por l&>ucocitos de pacientes con ab&ceso 

hep4tico es estimulada con extractos de trofozo{tos y ocurr• 

con dosis menores d&> &> x tractos qu&> &>n los leucocitos de 

sujetos sanos. Por lo tanto, hay hipersensibilidad inMediata 

er. los pacierit&>s con amibiasis irrvasora, lo cual podr{a 
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contribui r a l a modulaci~n d e Ja respuesta l nf lamatoria 

fGil - Recasens y col., 1982). La libe ración de hi s tami r1a 

inhibe en los pol i morfonuclear·es la qu imi otax is, l a 

fa9ocitosis y la secrec i o~1 de en:;:imas as~ como la p r·oducciÓn 

de l infocinas -'po·r- celulas T y la sec r ec iÓn de ant i cuer·pos 

antiamibianos especlficos (Campos-RodrÍ9ue:;: y col., 19861. 

2. Epidemiología 

L a infección causada por h h istolyt ica ocur·r·e er. todo el 

mur1do . No es una parasitosis exclusivamente tropical porque 

ha sido encontrada en todos los climas incluyendo las :;:onas 

subpolares (SepJlveda , 1982). 

La infeccion por· h histolytica es rauy común, per·o la 

alta incider1cia er1de'111ica e-s usualrner1te er1cor1trada ers 

comurtidades pobres con saneamierito inadecuado. Muchos de los 

individuos son portadores sanos del proto:;:oario como 

comensal y a que en ellos h histolytica no induce s ignos o 

síntomas ; pero como patd9eno causa la aroibiasis invasora, la 

cual varfa en prevalencia de lugar e n Jugar 

IMart{nez-Palomo, 19861. 

Se cor1sider·arr altas zor1as er1demicas de amibiasis a 

M~·xi co , India, el Medio Orier1tfi' y Sudamer·ica IRavdir1 y 

Guerrant , 1982>. 

La ir1ci dencia 9lobal de la infeccion por h l'ristolyt1ca 

en el mundo ha sido estimada como de 12~. La prfi'venc1~n de 
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l a s epidem ias es dificil debido a la res istencia de los 

q u1st;; s , que pu eden SE"r e- limi r1a <los por fi ltrac i dn del agua 

pero no se muer en con e l cloro que se agrega normalmente al 

/ 

agua potable IMartinez -Pal omo, 19361 . 

I ' , 
El modo de tr·ar1 smisior1 mas comur1 es por· al imer1tos y de 

p e r s ona a persona, sobre todo si quien prepara los ali•entos 

I I 
n o tiene la precauc i on de lavarse las manos despues de 

defecar. Existe tambie~ el problema del riego de hortalizas 

I 

con aguas ne gras, lo que contribuy e a que la infeccion se 

ir1cremente . Otr·os posibles medios de contaminacio-;., sor1 las 

c ucarachas y las moscas que acarr·eari en sus cuer·pos los 

quistes que adquier·en directamente de las heces y lue90 

deposi tan sobre los alimentos. En este aspecto el fecalis•o 

I 
es otro factor que agrava el problema. La infeccion aaibiana 

se encuentr·a fr·ecuer1temente er1 ir1stituciones mer1tales, 

militares, etc. La amibiasis pu e de ser t r ansmitida 

sexu almente, especia l mente ent re homosexuales 

IMartÍnez-Palomo, 19861 

I 

En Mex ico la amibiasis es tan frecuente que constituye 

un impcr·tar1te problema de salud pu'blica . La infeccio"n se 

enc u e nt ra extendida en todo el pa{s pero sin relacidn con el 

I 
el irna, si n una cl a ra v a ri acion estacional y predo•ina en 

zonas mal saneadas donde hay hac i namiento, y en grupos de 

bajo rdvel socioeconÓrnico y baja escolaridad IGutié'rrez , 

1986) . 

I 
Al respecto, los problernas que existen en l'lexico son 
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fun d amentalmente de tipo amb i ental y especÍficamen te la 

forma de abastec i miento de agu a potable ti a cual es 
I 

deficiente en algunas zonas> , la el iminacion ·de las excretas 

/ 
y basura y la higiene per sonal y de alimentos IGut i errez, 

19861. 

Se estima que en Méxi co hay un pac ieri te con ami bias is 

ir1vasora por cada cinco o seis portadores asiritoma'ticos. La 

diarr·ea y la disenter ía amibiana son m~s frecuentes er1 niños 

que en adultos ISepJlveda, 19821. 

La frecuencia de la amibiasis en M'xi co no se ha 

/ 
precisado bien por razones que se enumeran a continuacion. 

Las er1cuestas que se han realizado en muestras de poblacio'r, 

no son representativas de la poblaciÓr, 9er1er·al rd 

compar·ables er1t r·e sL Hay er·rores frecuer1tes er1 la 

identificacidn de los quistes por mala capacitacion teénica 

del per·sor1al y la utilizaci~r' de téc r1icas par·asitosco'picas 

con sensibilidad diversa. Por otra parte, los estudios 

realizados rio han r·esuelto ur1a ser· ie de pr·oblemas que 

plantear. los portadores de quistes, tales como la duración 

natural del estado del portador y la posibilidad de 

cor1ver·tir·se en enfer·mo; el r· iesgo que r·epreser1ta par·a sus 

contactos intrafamil i ares y para la comunidad, y la 

necesidad o la futilidad de admirdstr·ar fár·rnacos par·a su 

I 
t r·a t ami e rito 1 Gut i err·ez, 1986> • 

En un estudio de 439 casos de disenter(a en niños de la 

ciudad de M¡xico, se encor.trci que el 47% er·a causado por· 
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amJb a s ; el 46% ten í a desnutrici~n severa y sdlo el 5 .5% de 

l o s rdños estab<\ b1ér1 al imentado. Er1 una serie d e 1153 niños 

cor1 diar·rea Em dos hospitale-s p&d1 ;Úr· i cos err M~x ico, el 2.2% 

t e nla amibias is. La i ncidenc ia d e amibiasis intestinal en 

r.iños de 1-4 años es del 45% . En estudios hechos en 

pac:ie-rrtes corr diar·r·ea o disentería se dia9no'stico amibiasis 

e n el 13.8% IMartÍnez-Palomo, 19861. Las formas severas de 

amibiasis son 10 veces m~s frecuentes que el absceso 

he-p,tico amibiano (Guti,rrez, 1986>. Los estudios m6s 

r·ec:ie-nte-s hechos en México acerca de la incidencia del 

absceso hep~tic:o revelaron que es muy alta y se ha 

e-ncontrado en e-1 2% de todos los adultos de clase humilde. 

Los abscesos hep~ticos son tres veces mas frecuentes en 

hombres de 20 a 40 años de edad que en mujeres de las mismas 

edade-s. Durante- el siglo pasado, cuando la quimioterapia no 

era aJn accesible, la mortali dad por absceso hep~tico era 

del 80% . Aunque e-stos indices han bajado ultimamente por los 

avarrc:es en el dia9nÓstico y tratamierrto, la malnutrición, 

particularmente en niños es un factor que contribuye al 

ir.c:r·emer.to de la mortalidad. 

I 
3. Tr·atamiento y pr·ever1cior1 

El tratamiento de la erifer·me<lad producida por é.... histolvtica 

es usualmente farmac:old9ic:o, aunque en al9unas 

circunstancias se recurre a m~todos quir~r9icos para salvar 



la vid a del p a ciente. 
.. 

Los a 9er1tes amebic idas h an sido clasificados se9u71 su 

si tio d e acci o'n . Para l a amibiasis ir1t e-s tinal : mE- t ror.idazol, 

i odoquinol , fumarato de dilo~amida y s~llfat o dE-

par-omom icina. Par·a la extr·air1test inal: mE-tr·orddazo l , 

clor hi drato de emetina, dihidroemetina y fosfato dE

cloroquina tMartÍnE-z-Palomo, 1986 1 . 

El e fecto de la qu i mioterapia en la amibiasis 

ir1testi7lal incluye: 11 el alivio del ataquE- a9udo, 21 la 

1estrucc i6n de los trofozoltos en la luz intestinal y 3} el 

c ontrol de la infecci&n bacteriana secundaria tBrown y Neva, 

1983>. 

La in fecci&n puede ser prevenida y controlada por 

mE-didas inespec{ticas de lar90 plazo como el suministro de 

a9ua potable, pr-áct icas hi9iérdcas per·sor1ales más cuidadosas 

y desar·r-ol lo social y ecor1Ómico 9er1eral. Las rnedidas 

espec{ficas incluyen estudios de la comunidad con vi9ilancia 

de las condiciones locales con respecto a la amibiasis, 

dia9n¿stico rápido y tratamiento adecuado de los pacier1tes 

con amibiasis invasora en los servicios de salud, desde los 

centros locales hasta hos p i tales 9randes; finalmente, la 

vi9ilancia y control de las situaciones que podrlan 

favor-ecer· la disemir1acio'n de la er1ferrnedad, tales como a9ua 

contaminada e insectos <Brown y Neva, 19831. 

4. Me'todos de dia9r1Óstico de laborator·io 
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El d1agnÓstico de- la a mi biasis r·e-quiere l a difer·er1ciac iÓn de 

otras disente rias y enfermedades intestinales y de abs cesos 

he-p~ t i cos d e ori gen bac t e ri ano y hepatit is viral, qu i s t e 

hidat{d i c o, infecc iones d e la v e j iga y en f ermedades 

pulmor1a r·es rnal i gr1as . El di agr.óst ico cl { rd co se basa en la 

h i stor· i a endémic a de l a'r·ea, s{r1tomas y si9r1os 

gas t r·o i r1test inales, la e xpl or·aciÓr. f{sica , la sig111oidoscop{a 

y la radiolo9{a !Brown y Neva, 1983>. 

Con la s i groo i doscopfa es pos i ble reconocer lesiones 

pete-qu iales granulares o ulcerati v as y puede ser 

s uplementada por el e x ároen microscópico de especimenes 

asp i r·ados . La radiogr·af{a es usada er1 la detección de 

i rr e-gu lar·idades o ár·eas locali<:adas en colitis, 

deforroac i ones cecales y amebomas er1 la amibiasis intestinal , 

así como ariormalidades def i ni d a s en e-1 diafragma causadas 

por· los abscesos hepáticos y p u l monar·es !Browr1 y Neva, 

1983 ) . 

Er1 la epoca actual, el pr·ob l ema fundamer.tal cor1si ste er1 

el diagr1Óstico de la amibiasis de manera er·ronea en un 

ndmero elevado de casos. Esto se debe tanto a la 

i mposibilidad de practicar examenes de laboratorio en todos 

los pacientes en los que se sospecha la amibiasis, co•o A la 

mala calidad de dichos examenes . En estas circunstancias, se 

tiende a diagnosticar amibiasis en una proporciJn auy 

e levad a de casos de disenter ía o de diarrea con sangre 
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(Gu t i én·e'Z, 1 986 ) • 

al Diagnóstico Microsco'pico 

El diagno'stico de labor ator· io de- la amibias is puede- hacer·se 

mediante l a identificacion del parásito err l as he-ce-s o 

tejidos, y a sea por microscopía o por c ul t ivo. 

La identificación TllicroscÓpica deperide de la buerra 

recolecci~n del material y su ex~men inmediato en frotis o 

=or· tes cuidadosamerrte preparados. No siernpr·e es fácil el 

diagn&stico; requiere examenes repetidos, especialmente en 

los casos crc;;nicos . Puede ser r1e9ativo por mala tecrrica, 

bÚsqueda i rrsuf icierrte, cor1fusior1 de ~ hi stolyt ica con otros 

protozoarios, c'lulas o artefactos IBrown y Neva, 1983>, o 

por la confusidn de los quistes con los de otras especies. 

Además, l"equiere per·sorral t¿crrico con suficiente 

e x periencia, con e l que no se cuenta en cantidad suficiente. 

El resultado negativo no descarta la posibilidad de 

amibiasis intestinal aguda y extraintestinal, que son las 

formas clÍnicas m~s graves y en las que pueden no existir 

quistes en las heces ISeehan y col.; 1979 y Lin y col., 

1931). 

Los pr·incipales métodos de diagnóstico micr·oscÓpico en 

la amibiasi s son cuatl"o: 1> Exámen de las t.ecirs por· 

preparaci~n en fre s co l f rotis directos> usado en amibiasis 

aguda con heces 1 i quidas . 2) Ti r1c idn cor. yodo y colorar.te-s 
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suprav1tales par~ ?~am i nar qui st• s, en los que sobres a l e la 

cr oma t i ria t.;ñ: · a de amar·1 l l o y 111asas de 9 luco'9eno de co lor 

pard o y con el c ua l los trofozo ltos se destruyen ; con 

:olor·antes su¡;;r a..rílal es l os qu1 stes apar·ecerr como ob1etos 

claros, transl&cidos, brillantes, pil idos, color a zul-verde 

contr a un fondo rosa. 31 Preparaciones permanentes teñidas 

con colorantes tr·1c:ro'micos (t~crdca de Lawless l, o cors 

hematoxilina, que permite diferenci a r diver sas espec ies 

median te estudio deta llad o de estructuras; requiere fijaci6n 

y tincio'r •. Co r, la tir1c iÓr1 de Lawless los t rofo:zo{t os y 

qui stes aparecen de color azul o p~rpura al igual que con la 

tinc l¿n trlcrÓmi ca de Wheat ley. Con estas t ~c n icas se 

estudian heces sólidas par·a el d i agnóstico de amibiasis 

crón ica y l a b~squ ed a d e portadores. 41 M~todos de 

concer.traciÓn (copr·oparasi tosco'picosl ; por f lotac iÓn de 

quistes o huevos , segun las diferencias de densidad de 

ciertas soluciones qu{micas¡ e s recomendable la flotaci~n 

inmed i ata con sulfato de z inc; la sedimentac i ~n, que es 

menos efic~z que la f lotaci6n, se recomienda para la 

concerrtr·aciór, de esquistosomas y o perculados. 

En l a amibiasis intestinal l os mejor es resultados en el 

diagndst ico se obtienen combinando los m¿todos descritos 

tlyrrch y col. , 1932l. 

bl Dia9nÓstic:o sero1J9ico 
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Los m~todos serolb9icos se basan e n la detecc iÓr1 

inmunoquÍmi ca de anticuerpos espec íficos con t ra los 

trofozo ftos del para'sito <Seehar1 y col., 197 9 >. En las 

infecc ior1es extraintestir1ales, los t{tulos de ant i cuer·pos 

ant iamibianos aumentan considerablemente en el suero y 

l legan a ser mucho mayores que los que se e nc uentran en l as 

infecciones intestinales . Por ello los m'lodos serol69icos 

son fundamentales para la deteccio'n de l as formas 

ext raintesti nales. 

Si l as enfermedades parasitarias no son detectadas por 

e :i:amer1es parasi tosc6pi cos, e ntonces 1 as pruebas ser·olÓ9icas 

sor. de gr·an ayuda er1 el dia9r1Óstico . 

Las pruebas serolÓgicas que r11c{s se han empleado en 

arnibiasis son las si9uier1tes seis: 

l. La r·eacciÓr1 de fijacicÍr1 del complemerito (CF>: Es la 

técr1ica m'as ar1ti9ua y 9er1eralmente ha sido r·emplazada por 

otras teé:riicas (Ka9ar1 y Norman, 1976>. 

2 . HemaglutinaciÓn indirecta !IH>: Consiste er1 la 

a9lutinaci6n lde eritrocitos o esferas de l~tex recubiertas 

con antf9eno amibiano> por suero san9u{neo que contiene 

ar1ticuerpos antiar11ibiar1os pr&sentes er1 personas ir1fectadas 

por el par·,sito. Este mttodo es muy si111ple, dE- buena 

sensibilidad, no requiere equipo especial y toma poco 

tiempo. Sir1 e111b iH·90, las pr·eparac icm es de eritr·ocitos o 



esferas de ¡¡{te-:•: r·ecub ier·tas con ar1ti9e no a mi biarro no son 

táci les de- ob t.? r1er c omer·cialmerr te, ademá s de que su cal i dad 

es variabl e y su vida media muy corta <Voll er y De Savi9ni, 

1931; Pappas } col ., 1983; Sanjai y col., 1985 ). En est e 

m~todo se ob t i e nen gran n~mero de falsos posit ivos 

!Martl nez -Pa lomo , 19961. 

3. I nmundi fus i6n en geles de a9ar <I DO >: Es un m~todo 

serie i 11 o que r·equ i e r- e poco equ i po y sus r-esu l tados pueden 

ser- obtenidos e n tiempos re lativamente cor tos !24 hor-asl. 

Ti ene el I nconveniente de que no se dispone comer-cialmente 

de preparaci o nes ant i9tni cas adecuadas de calidad 

consistente por· lo que r·esulta poco cor1fiable y es poco 

usado ( J uni per y col., 1972 y Sanja i y col., 1985). 

4 . Inmunofluorescencia indir-ecta <IFA >: Es muy sensible para 

dete-c tar· l9G e I9N especÍticas con tra §.... histolytica . Su 

mayor desventaja es la imposib il idad de su automat izaci6n ya 

' que r10 e x iste urr equipo especia l par·a su real izacion, 

de-pende del manejo de quier1 lo r·ealiza y es una pr·ueba cara 

y diflcil de r-ealizar e-n laboratorios sencillos 

(Martfne-2 - Palomo, 19861. 

5 . Cor1tr·aimnunoelectr·oforésis <CIE>: Es frecuente111er1te usada 

para &! dia9r1Óstico sero!Ó9ico de a111ibiasis en laboratorios 

biér, eqllipados <Tr·ujillo y col., 19821. Su sensibilidad es 
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comparable a la IH, per-o además de equipo d e electr-ofor·e'sis 

r·e quier e preparaciones ati9é'nicas de cali dad cons i ster1te y 

elevada <Pappas y col., 1983l. Por e l l o es ade c u ad a sól o 

para laboratorios con buenos recursos y acceso a 
, 

preparac i o nes ant i9en icas aprop iad a s , las cuales son 

r elati varnent e escasos en México IJurdper· , 1972; S e pÚl veda y 

Sanjai, 19351 . La CIE es util para dia9nosticar in fecciones 

recientes d e amibiasis invasora <Martfne:z-Pal omo , 19861¡ 

además, la p,..eser1c i a de niveles de anticuerpos medibles 

después de la e l imir1aciÓn del par·;tsito ha su9er ido que la 

positividad depen de del ti po de anticuerpos presentes y del 

nÚmer·o de infecciones pr·evias <Kr·upp )' Powell, 1971 1 . 

6. Ensayo de inmunoadsorbente conju9ado a una enz i ma 

<ELI SA I: Es una prueba que se ha venido desarro l l ando 

ult.imamente con exito par·a el dia9r1o'stico de am i biasis y ha 

sido u sada para la detecci6n de diversos ant{9enos o 

anticue,..pos. Esta prueba tiene alta sensib il idad, permite 

detectar I9G e I9M y asf diferenciar entre infecciones 

r-ecier1tes o pasadas; es técrdcamente sencilla y r·equiere 

poco t i empo)' mater· i ales , per·o par·a r·eali:zar·la es 

indispensable el equipo de colorimetría empleado en la 

lectura de sus resultados <Sanjai y col., 19851. 

La p,..ueba de ELISA se lleva a cabo en placas de 

poliestireno par-a microtitulaciJn y consiste en las 

siguientes etapas <Fi9. 61: 
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Fl9. 6. ELI SA !Ensayo de inmunoadsorbenle conjugado a una 

enzima> !Tomado de Vo l ler y col., 1979) . 

32 



2 

4 

AN TI GENO A0SOR8100 A LA PLACA 

EL PRIMER ANTIClJERPO lJNIDO 
AL ANTIGENO 

EL SEGlJNDO ANTICUERPO UNIDO 
AL PRIMER ANTIClJERPO 

LOS SU BSTRATOS REACCIONAN 
CON L A ENZIMA 



a } El anti'9eno ~ histo l ytica} es adsor·b ido a los pozos de 

las placas de microtitulaciÓn y se bl o quean los sitios que 

hubieran quedado 1 ibr·es 1 i .e. , rio cub i er·tos de ar1t{ger1ol con 

albtimina sérica bovina <BSA> que luego se lava . 

b} Se añade e 1 suero a probar err 1 a di l uc i Ór1 deseada, e 1 

cual es incubado y luego lavado. El primer anticuerpo queda 

unido a la superficie del antígeno. 

c) Un segundo anticuerpo lp . ej. Ig de conejo anti IgG 

humana} a c oplado a peroxidasa es añadido y reconoce al 

primer anticuerpo . El segundo anticuerpo que no quedo unido 

se l a va. 

d } Finalmente se agregan los substratos de la enzima, que 

reaccionar1 y desarrol lar1 color cu)'a irrtensidad depende de la 

cantidad de peroxidasa unida indirectamente (Voller y col. , 

1979>. 

La técnica es cualitativa por· la vi s uali:zaciÓr1 directa 

de los resul tados, o cuantitativa si se Mide con el 

color· Ímetro <Mart i rre:z-Palomo, 1936}. 

7. El m~todo dot-ELISA : La técnica de ELISA ha sido adaptada 

par·a la detecciór. de ar1ticuerpos se'r· icos corrtra ar1tÍ9er1os de 

Leisnmania dpnovani inmovilizados en membranas de 
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nitrocelu losa .<Pa ppas y col . , 19831. Dic ha adaptaci¿n 

substi tuye a las placas d e rnicrot itu lac io'n y al color·{metro 

especial por· mer11branas d e nitrocelul osu como s opor·t e del 

ant{9er10 del parásito, que permit e hace-r pr·ue ba s 

i ndividuales o masivas par-a estud ios seroep idemiolo'9icos sin 

desperdicio de material. Los resultados que se obti enen 

consisten en precip i tados depositados en el fondo blanco de 

las membranas, 9enerados por productos insolubles de la 

reaccidn de las enziroas urddas al se9undo anticuerpo !que se 

asoc i c5 ar.tes a 1 pr· iroer· anti cuer·po que r·ecor.oce al para's i to y 

cuyo t{tulo se desea conocer). 

La sensibilidad de la pr·ueba de dot-ELISA para~ 

donovani es tan alta como la del metodo ELISA ori9inal, que 

detecta 0.1-1 ng de anticuerpos; tambi~n es comparable en 

sensibilidad al radioinmunoensayo. Por otra parte, la 

estabilidad de las preparaciones anti9~nicas es mayor, la 

realizaci&n de las p r uebas requiere menos equipo, material y 

tiempo. El papel de rdtrocelulosa con el ar.t{9e-r10 adsor·bido 

es preservado por tiempo indefinido en re-cipie-ntes 

herm¿ticos y las manchas de-1 pre-cipitado permanecen 

perfectamente visibles. 

El m~todo dot-ELISA, por lo tanto, promete ser Jtil 

tar.to p•r• estudios ser·oepide11iolÓ9icos, como par• e1&tudios 

de dia9nC:stico ir1dividual en los labor·ator· ios el (rdcos 

IKrupp, 1977¡ Hern~ndez y col., 1982¡ Pappas y col., 1984 y 

19951. 
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Il. OBJETIVOS 

Ob ¡et i v o gener·a l 

Desarr·ol lar· el método dot-ELISA par·a el dia9r1cistico 

ser·o l Ógico de la amibiasis. 

Obietivos particulares: 

1. Montar y e standarizar el m¿todo dot-ELISA para la 

detecc iÓn de ar•t icuerpos ant i-h histolyt ica er1 humar.os. 

2. Cornpar·ar la sensibilidad y especificidad del 111étodo 

dot-ELISA con ELISA clá'sico. 
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Il I. MATERIALES 

A. React i vos 

Los si9uientes reactivos fueron obtenidos de JT Baker de 

M¿xico: fosfato de potasio mor1obá'sico, fosfato de potasio 

dibásico, ;{cido clor·tddrico, cloruro de sodio, hidro:ddo de 

sodio, acido acJtico, a:zida de sodio, hidroxido de potasio, 

;Í.c ido fosfórico, metanol, acetona, alcohol isopropÍl ico, 

' urea, etilen-diamino-tetracetato disodico lEDTA>, 9licerol, 

tr· ietar1olamirra l946S> y NaN:a (5-VO 22). 

los si9u icmtes r·eactivos fuer·on obterddos de Si9llla 

Chernical Co. !St. Louis MO., EUA>: a9arosa tipo II IA-6877>, 

azul bri ! lar.te de Coomassie R IB -0630>, azul d• brDlllofenol 

!B-6131}, albÚmina sfÍr·ica bovir1a IBSA> fr·accio'n V lA-4503>, 

trizma base lT-1503>, L-fenilalanina lP-2126>, 9licina 

lG-7126>, Sepharos• 4B 200 l24F-0334 1, L-lisina (L-55011>, 

Sephad•x G-200, N N N' N'-tetrametiletilendiamina lTEMEDI 

IT-8133>, persulfato de amonio lS-0626>, peroxidasa de 

rábario tipo IV lP 9250}, 4 -Clor·o l-Naftol lC-88901, Tritón 

X-100 lT-66-79>. 

El sulfato de amonio proverria de Merck lM~xicol; los 

adyuvantes completo e incompleto de Freund fueron de Difco 

Laboratories lDetroit, Mich, EUA >; DEAE - celulosa (7392> , 



•c r 1l am 1d a l1!~3l y N' N '-met ilen - b is-acril amida d e Eastman 

Kodak Co . CRoch e s ter , NY , EUA >; p e rsulfato de amonio 

( 161-0700> y d odecil - sulfato de sodio <SDSI, de BDH 

Chemicals Ltd . CPoole, I n9laterr·a>; papel filtro No. 1 de 

~Jhatmar1 (Nu e ·1a Jer·sey, EUAJ¡ membranas de dicÍlisis 

Spectr·apore de Spectrum Medical Industries, Inc. (Los 

Ar19eles, Cal., EUA> ¡ 9lutar·aldeh{do de Mercl.: de Mi?xico; y el 

papel de n itrocelulosa BA 35 CMod D-3354) de 102 X 133 mm y 

0.45 µm de por o, de Schleicher ~ Schuell Inc. Alemania 

Federal. 

B. Composic iC:rr y preparaciC:r. de soluc ione-s 

1. Amor· t i guador·es para la cromato9r·af {a er1 

L-fenilalanina-Sepharose 

al Tris-base !. !::!..:.. Se disolvieron 12.1 9 de tr· izma-base er1 

100 mi de agua bidestilada. 

b) Sulfato de amordo 2.5 t1.,_ Se disolvier-on 82.5 9 de sulfato 

de amonio en 250 mi de agua bidestilada. 

c> Tris-acetatos 0.04 !::!..... e!i 7.ó con sulfato de- a111onío l. !1... 

Se me:zc !aron 10 rnl de Tr· is 1 M y 100 rol de sulfato de a111oni o 

2.5 M e n 200 ml de agua bidesti!ada, se ajust& el pH a 7 . 6 

con ácido ac~tico y se aforó a 250 ml . 



'1> Tri s-acetatos 0 .032 !:!...... Rli 7 . 6 f.2!!. sulfato de amonio 0.8 

!:L._ Se mezclaron 8 ml de Tris M y 80 ml de sulfato de 

arnordo 2. 5 M en 200 rnl de agua bid e st i lada, se ajustó el pH 

a 7.6 c on á"cido ac~tico y se afor·Ó a 250 ml. 

el Tr·is -acetatos 0.024 !L... R!i 7 .6 f.2!!. s ul fato de arnord o 0 .6 

!:!..:.. Se mezclar·on 6 rnl de Tris M y 60 rnl de sulfato de 

arnonio 2 . 5 M en 200 ml de agua bidestilada, se ajust6 el pH 

a 7.6 y se afor-6 a 250 rnl. 

f) Tris-acetatos 0.05 !:L... R!i ª-~ NaCl 0 .25 tL.. Se 

disolvieron 125 mi de tris base y 3.66 9 de NaCI en 200 mi 

de agua Pidestilada, se ajustó el pH a 8 con a'cido acético y 

se aforó a 250 rnl. 

9> Tr-is-base 0.25 !L.. Rli 10.S. Se disolvieror1 62.5 rnl de Tr·i s 

1 M en 200 ml de agua bidestilada, se ajustó el pH a 10.5 y 

se aforó a 250 ml. 

~d Tris-act-tatos 0 . 04 !:!...... Rli ª- i;.Q!!. sulfato de- arnor.io 2.5 tL_ 

Se mezclaron 2 rnl de Tris 1 M y 16.5 9 de sulfato de arnonio 

en 40 ml de a9ua bidestilada, se ajust¿ el pH a a y se afor6 

a 50 mi. 

2. Amor·ti9uadores para la cromato9rafÍa er1 DEAE-celulosa 
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a> PBS 0.015 ti.._ oH \h_ Se me-zc lar·on 1. 0 5 rnl d e KHaPO .. 1 M 

y 6.45 ml d e K:aHPO... 1 M en 400 ml de a9ua bide-stilada, se 

aj ust~ e l pH a 8 y se a f o r d a 500 ml. 

b ) PBS 0. 3 tLs.. fil:! 4.8. Se d i so l vier·or, 5.2 mi d& H:aPO., er• 

15 0 rnl d e agu a bidest i lada dent r o de la campana extractora, 

se ajust6 el pH a 4.8 cor1 hidr·Óxido de potasio 5 N y se 

I 

afor o a 250 mi. 

3 . Amorti9uadores y sol uci ones para el PAGE-SDS 

Sol u c iones para los 9eles y las cámaras electrofor-~ticas : 

al Acrilamida-Bis. Se peso la acrilamida <30.0 9> y la 

bisacrilamida (0.4 9> usando c u brebocas debido a su 

tox icidad. Se disolvieron en 70 ml de a9ua, se f ¡} tr·Ó Cú(1 

pape l Whatman No . 1 y se aford a 100 mi. Se g u a r dd la 

sol u cidn en una botella de po l1 pr ~~ 1 l &n- c~b1e~ la con papel 

alumi n io y se almac~né a~~: . 

, 
bl T ;· ~ ~ - HC : ~-

.:... !..u.. ili 8 . 8-9 . 0 . Se disolvio el Tr-is (36 . 3 9l 

--·· 3 C ¡,¡ } d e agu a , se 
I 

a ñadí o el EDTA 0.2 N, pH a (5.3 111 l ) y 

e l 9 1 i cer ol al 50~ llO r11 l > y se ajust6 el pH cor. HCl 1 N 

< apro,: . 40 ml l . Se ' afor o la 
, 

soluc ior1 a 100 Ml, se ' coloco en 

ur1 a batel la de pal ipropi leno y se alr4ac&-r1Ó a 4°C . 
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c l Tr·i s-HCl 0.49 !h. QJ:i 6.8. Se disolvio el Tr· is (5.98 9l corr 

30 ml de a9ua, se aRadid el EDTA 0.2 M, pH S (4 mll, se 

ajustd el pH con HCl 5 N laprox . 6 mll y se aford a 100 ml . 

Se 9uar·dÓ la soluciÓr1 en una botella de polipropileno y se 

di SDS tl 10%. Se disolvier·orr 10 9 de SDS <pur·eza 

electrofor~tical en 70 ml de agua y se afor¿ a 100 ml con 

cuidado de no hacer· espuma. Se guardó la solucidrr a 

temperatura ambiente en una botella lechera. 

el TEMED. Se distribuyeron muestras de 0.1 ml en tubos 

Eppendor·f de 0.5 ml. Se cerraron per·fectamerrte, se sel !aron 

con parafilm y se almacenaron a 4°C. 

fl Per·sulfato de amonio J.E..8l_ tl 10%. Se colocar·orr muestras 

de 0.1 g de PA en tubos Eppendorf de 1.5 ml que se taparon y 

se almacenar·on err u rs desecador· con sf l ica a 4°C. Se 

disolvid cada muestra con 1 mi de agua inmediatamente antes 

de usar la soluci~rs IEl PA se inactiva rapidamerste ursa vez 

disuelto o h~medol . 

9> Amor·t iquador de corrida 10X. Qt! 8. 3. Se mezc larr·ors Tris 

base <30 9) y glicina !144 9> con 100 ml de la soluci&rs d, 

500 ml de agua y 40 mi de EDTA 0.2 M, pH S, se ajust¿ el pH 
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a 8 . 3 y se afer¿ 1000 ml. Se guardo la soluci¿n en una 

bo tella de polipropileno a temperatura ambiente. 

Soluciones para preparar las muestras y teñir los geles : 

a > A:zul de bromofenol ª1. 0.2'1.. Se disolvieron 0 . 020 g de 

a2ul de bromofenol con 10 ml de agua y la soluci¿n se guardo 

en un tubo Pyrex de 10 X 125 ml !con tap~n de rosca> a 

-200C. 

b l Amortiguador de muestras 2X. Se mezclar·on 5 ml de Tr·is 

HCl 0.49 H, pH 6.8, 2 ml de SDS al 10%, 2 ml de glicerol al 

50%, 0.5 ml de a:zul de bromofenol al 0.2'1. y 0.9 ml de agua. 

Se distribuyd en muestras de 1 mi en tubos Eppendort y se 

almacenaron a -20°C. 

cl Color·ante de Fairbar1ks. Se mezclaron 225 ml de alcohol 

isopr-opllico, so ml de acido acético glacial y 25 g de azul 

brillante de Coomassie R con 300 ml de agua y se aford a 500 

mi, se filtro a trav~s de papel Whatman No. 1 y se 9uardci la 

solucidn a temperatura ambiente en una botella de 

pol ipr·opi lerio. 

dl Solución desteñidora r·ápida. Se me:zclaror1 50 1111 de ácido 

ac~tico glacial y 225 ml de alcohol isopropÍlico con 200 •l 

de agua y se afor aron a 500 ml. Se guar·do' la solucion a 
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temper atura ambiente er1 una botella de pol ipr·opi leno. 

el Acido acético tl 7.5'.4, Se mE-:zclar·o r1, er1 la campana 

extractora, 37.5 rol de ~ci do ac~tico con 300 ml de agua y se 

aforó a 500 ml. Se guardó la solución a temperatura ambiente 

en una botella de polipropileno. 

Soluciones y reactivos de uso general: 

al HC l ~ ~ En la e ampana ex t r·ac tor·a se añad i er·on 42 111 l de 

HCJ concentrado a un matrá2 que contenía 40 ml de agua y se 

afor·Ó a 100 ml. 

bl Gl icer·o l tl 50'.4. Se me2c 1 ar·on 50 ml de gl icer·ol y 50 1111 

de oagua y se al•acenÓ la solución en ur1a botella lechera a 

temperatura ambier1te . 

el EDTA tl U... Se disolvieron 74 9 de EDTA con 70 1111 de 

agua, se ajust~ el pH a 9 con HCl 1 N y se aforó a 100 ml. 

Se guar·dÓ la soluciÓr1 er1 ur1a botella lec~1er·a. 

dl Aqar tl U... Se añadió 1 g de bacto a9ar· a 70 ml de 

Tris-HCl 3 H, pH 8 . 8 - 9 . 0, 5e fundiÓ en el horno de 

microondas y 5e aford a 100 ml con el mis1110 amortiguador. Se 

guardó a t•mperatura ambiente en un frasco de vidrio. 
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e > Pr·ep~rar::: ió"n del r·eacti v o de Br adfor d. Se disuelven 100 •9 

de azul de Coomassie R, 50 ml de alcohol etÍlico, 100 ml de 

ár::: i do fos fÓr· i r:::o y a9ua bidestilada t1asta r:::o111pletar 1000 ml. 

la mezcla se filtrd a trav~z de papel Whatman No . l. 

4. Solur:::iones para l a titulaci¿n de los antisueros 

a > Tr· is-HCl 15 mM , Q!:i ª"'-Se pesaror1 0.181 9 de Tris base y 

se disolvieron en 60 mi de a9ua bidestilada, se ajustti el pH 

a S con HCl 1 N y se aforti a 100 mi. 

bl PBS 15 r11M, Q!:i ª"'-Se disolvier·on 2.5S mi de K2HP~ y 

0.42 ml de KH:aPO.,. er1 100 ml de a9ua bidestilada, se 

ajustó el pH a 8 y se aforó a 200 ml. 

r:::l NaCl 0.1 !L._ Se disolvi&rors 2.9 9 de NaCI en 500 al d• 

a9ua bidestilada. 

dl Azul 9.i:_ Coomassie tl ~ l'.. ácido acético tl 7'l. Los 

mismos que se usarors en la tinr:::iÓn de 91tles de 

po 1 i ar: r· i 1 ara i da. 

5. Amortiguadores para el ar:::oplamiento de I9GH a Sepharo54t 

4B 

a > HCl !. mM. Se a9r·e9aron 0.10 mi de HCl 1 N a 100 111 1 de 
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agua bidestilada y se afor~ a 250 ml. 

bl NaHCOa .Q....!. !1 gm NaCl 0.5 tl.... .Q.t!. 8.3. Se disolvieror1 1.46 

9 de NaCl y 0.37 g de NaHCO:a en 40 rnl de a9ua bidesti lada, 

se ajustó el pH a 8.6 con NaOH l N y se afor¿ a 50 ml. 

e> Tris-glicina O.l tl.... .Q.t!. 9.ó. Se rne;:clar·or1 3 . 75 g de 

glicina y 25 1111 de Tris base M en 40 ml de a9ua 

bidestilada, se ajustd el pH a 9.6 con NaOH l N y se afor~ a 

50 ml. 

d> Acetatos 0.1 !L.. .Q.t!. 1..:... Se disolvier·or1 25 1111 de ácido 

ac~tico 1 M y 7.31 g de NaCl en 200 rnl de agua bidestilada, 

se ajustó el pH a 4 y se aforó a 250 ml. 

e> Tr·is-HCl 0.1 !i gm NaCl ~!L.. .Q.t!. ~Se disolvier·on 7.31 

g de NaCl y 25 ml de Tris base 1 M en 250 ml de agua 

bidestilada. 

f > PBS 15 raM ~ NaC 1 O. S tl.... .Q.t!. 7 . 4. Se d i so 1 vi eror1 2. 29 rn 1 

de K~HPO.. 1 H y 1.46 ml de KH2PO. 1 M y 2.19 9 de NaCl 

en 200 ml d e agua bidestilada, se ajustó el pH a 7 .4 con 

NaOH 1 N y se aforó a 250 rnl. 

6. AlllOr'tiguadores par'a la pur· ificaciÓn de I9GC«I9GH, 

aediante cromatograffa de afinidad 
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a > PBS 0. 015 tl f.91'.l ~ ~ th.. 2.!::! 7.4 . Se disolvier·on 2.28 

rnl de K:aHPO... M con l.46 ml de KH2PO ... l M y 2.19 9 de 

NaCJ en 200 mi de agua bidestilada, se ajust¿ el pH a 7.4 

con KOH 1 N y se afor d a 250 ml. 

b } Gl ic i na-HCl O. l !L.. 2.!::! 2. 8. Se d isolvier·on 1.87 9 de 

glicina en 200 ml de agua bidestilada, se ajustd el pH a 2.8 

I 
con HCl 1 N y se aforo a 250 ml. 

7 . Amortiguadores para la inmur1oelectrofor~sis er1 geles de 

al Tr· is-HCl 15 mM, Qti ~Se disolvier·on 2 .71 9 de Tris 1 M 
, 

en 1000 ml de agua bidestilada, se ajusto el pH a 8 con HCl 

y se aford a 150 0 ml. 

b> A:;:ul de brornofenol tl 1% fil. t r is-HCl 15 mM, 12.!:i ~ Se peso 
I 

un 9ramo de azul de bromofenol y se disolvio en 100 ml de 

tris-HCl 15 mM, pH S . 

I 
8. Prepar·acior1 de solucior1es para el acopla111 i er1to de la 

pero~idasa IHRP> con glutaraldehfdo 

a} PBS 0.1 th.. 2.!:i 8.6 ~ 9lutaraldehido tl 1.25'l. Se 

rnezclar·on 4.32 rnl de KH2PO ... 1 11 0.67 ml de KaHPO.. er1 
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40 ml de agua bidestilada, se ajustó el pH a 8.6 y se 

agregaron 2.5 ml de glutaraldeh{do al 25% en la campana 

extractora y se aford a 50 ml. 

b> NaCl 0.15 t1.... mi 7.0. Se disolvieron 17 . 53 9 de NaCl er1 

2000 ml de agua bidestilada, se ajustó el pH a 9 . 5 y se 

aforó a 50 rnl. 

c > Amor·t isuador- 2.§:. c¡1.rbor1ato-bicar·bor1ato !. !h. ll!::1 ~ Se

me2c 1 ar·or1 2 . 1 g de NaHCO,. y 2. 65 g de Na,.CO., err 40 ml de 

agua bidestilada, se ajustd el pH a 9.5 y se aford a 50 ml. 

d> L-lisir1a 0.2 !h. mi 2.....Q.._ Se disolvier·or1 1.42 g de L-lisina 

er1 40 ml de agua bidesti lada, se ajustó el pH a 7 . 0 y s&

aforÓ a 50 ml . 

9. Sol uc i or1es para 1 a ad sor·c i dr1 del primer· ar.ti cuerpo a 

membranas de rd tr·ocelulosa 

a> Amortisuador rut muestras CKCl ilQ_ rnM/NeCl 20 mM/NaHCOa '

ml1/t19Cl ~ mM/Tris ~ mM, et!. 7,4/Triton !5..::1.QQ tl Q..z! 

<vol/vol J. Se mezclaron los siguientes componentes: 2.23 9 

de KCl, 0.29 9 de NaCl, 0.04 9 de NaHCO,., 0.10 9 de MgCla 

7 H,.o, 1.25 ml de Tris base en 200 ml de agua bidestillada 

y se ajustd el pH a 7 . 4. 
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bl So l u c i Ór1 fi ¡ador· a. Se me:;:clar·on 10 m i de ácido ace'tico, 

25 ml de iso propanol y se aforó a 100 ml con agua 

bi dest i lada . 

e: > Tr· i s - sali no , 12.!:! 7.4. Se me:;:claron 5.84 9 de NaCl y 25 rnl 

d e Tr i s base 1 M en 450 ml de agua bidestilada, se ajustd a 

I I 

pH 7 .4 con HCl 1 N y la solucion se aforo a 500 ml c:on a9ua 

b i desti 1 ada. 

d ) Solucidn bloqueadora. Se disolvieror1 2.5 9 de BSA en 50 

ml de Tri s-salino, pH 7 . 4. 

e > PBS 0.015 !L._ Q!i ~Se me:zclar·or1 3.25 9 de NaCl, 1.4 9 

de K:aHPO .. er1 400 ml de a9ua bidest i lada, se ajustó el pH 

cor1 NaOH 1 N y se afor·Ó a 500 ml con a9ua bideast i lada. 

10. Soluc i or1es par·a la determir1ac i Ón de las condiciories de 

r·eacciÓn de la per·m:idasa IHRP > 

a > Soluc i ón fu_ Amorti9uf4or tt t r-í etanola111ina <TEA> salino. 

QJi 7.5 . Se disolvier·on 1.875 9 de NaCl, 700 µl de TEA, 25 •9 

de M9Cl2 . 6H:zO, 200 ml de a9ua bidesti lada, se aujstÓ el 

pH a 7.5 y se aforó a 250 ml . 

b > Solución !L._ 4-Cloro-1-Naftol 14-Cl-1-N>. Se mezclaron 30 

mg de 4-Cl-1-N en 10 ml de etanol y se almacen& ense9uida a 
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4°C en un frasco .{mbar· . 

c> Mezcla tt reacción (11R> Se mezclar·or< 3 ml de la solución 

A, 4 ml de la solucio'rr By a µl de H.,Oz (al 30%>, se 

ajustó el pH a 7.3-7.4 y se alr11acer1Ó a 4°C en urr frcf.sco 

árabar . La mezc 1 a debe preparar·se a n tes d& usarse¡ rro se debe 

alma.cerrar·. 

, 
11. Soluciones para la cosecha y fijacion de amibas 

al ~ llL_ Se 111ezclarorr los si9 . co111porrer1tes err 100 ml de 

a9ua caliente (60•»: 9.15 9 de Peptorra Biotr·iptasa, 2 . 85 9 

de Glucosa, 0.55 9 de NaCl, 0.309 9 de L-CisteÍna, 0.06 9 de 

Ac. AscÓr·bico, 0.18 9 de KH2PO..,, 0 . 30 '3 de K,.,HPO... y 

0.007 9 de Citrato Ftr-r· ico Amorriacal. Se ajustó el pH a 7.0 

corr NaOH 10 N, se aford a 250 ml, se distribuyó err al{cuotas 

de 11 ml, se esterilizd a 15-20 lbs/pul92 por 15 mirr y se 

almacer.o' er. la obscur· idad a ter11peratura ambierite. 

bl ~ 0.1-Glicirra Q.,_1_ ~ R!:f 7.4. Se disolvierorr 1.87 9 de 

Gliciria y 1.46 9 de NaCl err 200 ml de a9ua bidestilada, se 

I 
ajusto el pH a 7.4 y se aforo a 250 ml. 

e> Tr-is-sal ir10 ~ NaNa ª1_ 0.2% <TBS>. Se disolvieron 5 . 84 

9 de NaCI, 25 ml de Tr· i s base er. 250 rnl de agua bidest i lada 

y 0.2 ml de azida de sodio , se aj ~st6 el pH a 7.4 y se afor6 



a 500 mi . 

dl BSA tl 5% er1 TBS. Se disolvier·on 1.5 g de BSA en 30 ml de 

agua bidestilada. 

12. Soluciones para el dot-ELISA 

al BSA tl 1% fil'.!. TBS. Se disolvió 1 ml de BSA al 5% en 4 ml 

de TBS . 

I 
bl TBS. Como se descr·ibio antes. 

c> Mezcla de reaccidr1 CMR> diluida 1:8 fil!. TEA-salino. Como 

se describid antes . 

' C. Material biologico 

Se utilizaron antisueros dirigidos contra fracciones del 

suero humar10 nor·mal enr-iqueci<las en I9A e I9G, que fueron 

obtenidas previamente en nuestro laboratorio por el M en C 

Rober-to Quezada-Calvillo . Tr-es conejos Nueva Zelanda JÓvenes 

para la inmunizacidn con I9GH . Cuatr-o sueros de pacientes 

cor1 absceso hepático amibiano er1 curso y cuatr-o suer-os de 

pacientes sin infeccidn previa, gentilmente donados por- la 

Dra . Yolanda L~pez Vi<lal <lel Departamento <le Infectolo9{a 

de l Instituto Nacional de la Nutrici6n. 
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IV. METODOS 

A. Pur if i cacidn de IgG s~rica humana IIgGH J 

1 . Obter1c i Ór1 del s u er·o 

la IgG se obtuvo a partir· <lel suer·o humano rrormal ISHN> 

obtenido <le sangre venosa que se colocd en tubos Falcon 

cdrdcos de 50 ml sin anticoa9ular1te. la sangre se dejÓ 

coagular <lurar1te 24 hor·as a 4°C; al cabo <le este tiempo se 

desprendi6 el co~gulo de las pare<les del tubo con una 

vari lla <le vidrio delgada y se centrifug6 en una centrffuga 

clínica refrigerada IEC-5000 <cabezal No. 2691 por 15 min a 

2500 rpm. El suero sobrenadar.te se retird cuida<losamente con 

una pipeta Pasteur- y se almacenó a -20°C er1 tubos Falcon 

cónicos de 50 ml con tapón de rosca hasta el momento de ser 

usado. 

2. Corte con INH. >2 S04 0. 5 M 

Para eliminar las protelnas no deseadas del SHN se usd una 

solución de Tri s -acetatos 0.04 M pH 3 adicionada con 

INH. >,. SO.. 2.5 M. Se mezclaron 6 mi de suero cor1 4 1111 de 

dicha solución lconcentrac i6n final de INH.> 2 S04 0 . 5 
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MI . La mezcl a s e de j¿ reposar a temper a t ura ambient e y se 

c ent rif u9d 2 va c es JO min a 15600 X 9 en una mi c r ocen tr l fuga 

Eppendor f - 541 2 en t ubos d e 1 .5 ml . El sobrenadan te s e 

c o l ect d y se gua rdd a - 20°C has t a el momento de ser usado. 

3 . Croma tografí a en L- Fenilalan l na Sepharose 

Pa r a pu r i f ic a r la I 9G s~ri ca, e l sobrenadante de 

I NH..,JzSO.., 0 .5 M se s u jet d a cromatografía en una 

c o l umna de L- Fenilalan ina Seph arose 4B de 16 ml de lecho , 

pre-vi ame nte equ i libr·ada cor. Tr· is-acet a t os 0. 04 M 

INH.., J 2 S O .. 1M, pH 7 .6 <Doelle9ast y Plaut, 19761. S e 

depositaron aprox i madamente 10 ml de Ja muestra en el lecho 

de l a c o l umna que fue- elu{da la 30 ml por ho r a mediante una 

bomba perist¿ltica Buchlerl con el amortigu ador que se usd 

para equilibrarla. Las f r acc i o ne s se colec t aron en tubos de 

ensayo de vidr i o de 10 X 100 mm mediante el colector de 

fr·acciories Ultro - Rac-7000. Se r e9istr·d la der1sidad Óptica a 

280 nm de las fracciones elu{das c on un regist r ador Uvicord 

II-8300. 

Se continu~ eluyendo la prote í na con los siguientes 

amortigu adores sucesivos: 1J Tr is-acetatos 0 . 032 M, pH 7 . 6 

con sulfato de- amonio o. a M, 2> Tris-acetatos 0.024 M, pH 

7.6 con sulfato de amonio 0.6 M, 31 Tris-acetatos 0 . 5 M, pH 

8 . 0 con NaCl 0. 25 M y 4 ) Tris 0.25 M, pH 10.5. La I9G se 

ob t uvo en las fracciones eluldas con el tercer amortiguador . 
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4 . Di~li sis y l i ofili~aci~n 

Las fr-acciones cor1 I 9G eluÍdas corr e l tercer· amor tiguador-

del p~rr-afo anter-ior se r eunieron y se d i a l izar o n contra 

cuatr-o l i tros de agua bidestilada dur- an t e 48 hor-as a 4°C 

empleando bolsas de d i •Úisis de 25 mm de diar11e-t r·o; el 

dializado se cor1gelÓ por· in111er-sitm del r·ecipie-nte- que lo 

contenfa en una mezcla de acetona-etanol 11~1> con hielo 

secd y luego se desecd por liofilizacidn durante 8 horas. El 
I 

ma terial liofilizado se resuspendio en S ml de amorti9uador-

de fosfatos 15 mM, pH S y se almacenó en un vial de pl~stico 

con tapón de r·osca a -200C par·a luego ser sometido a 

cro111ato9r-af{a en DEAE-celulosa. 

5. Cromatografía en dietil-ami no-etil (DEAE> celulosa 

Para aumentar la pureza de la IgG obtenida mediante la 

cromatografía en L-Ferri lalardna Sepharose, ~sta se 

r-ecromato9raflo en una columna de DEAE-celulosa (Fahey y 

Terr·y , 1973). 

Se colocaron 5 mi de la muestra sobre una columna de 15 

mi de lecho pr-eviamente equi 1 ibr-ada cor1 PBS 0.015 M, pH a y 

se continuó eluyendo con el mismo amor·ti9uador-. La pr·otefrra 

elulda se colectd en fr-acciones de 46 gotas mediante el 

colector de fracciones Ultro-Rac a una velocidad de 30 
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mi/hora regulada por una bomba pe r i st¿lti ca. En &l Uvi cord 

s e r·egistr·d la derrs idad Óptica a 280 nm de las frac ciones 

eluÍdas. Una vez r ec upe r ada l a IgG , l a columna s e l avd con 

PBS 0.01 M, pH 7. 6 pa ra el iminar los cont am inantes que 

pudi e r a n acompaKarla. 

6. Di~li sis, liofilizaciori y almacenamiento 

Las fracciones que conten{an la IgG se reunieron , se 

dia lizar on y se liofilizaron como se indic¿ antes. 

La proteína liofilizada se resuspendi¿ en 2 ml de PBS 

15 mN, pH 8 y se almacend en tubos Eppendor f de 1.5 ml a 

-20ªC. 

7. Cuantificacibn de protelnas 

La concentracidn de proteínas fue medida por el m~todo de 

Bradfor·d !1979> . 

La medici¿n fue hecha en celdillas de cuarzo de J ca de 

v ía Óptica . La conceritracio'n de las protli'{rias fue 

determinada por interpolacidn en una curva estandar de 

absorcidn de luz de 595 nm, obtenida con solucione5 de 

concentración conocida de BSA, disuelta en el ~ismo 

amortiguador de las soluciones problema. 

Para la medicidn de proteínas por este MJtodo, se 

mezclarori 40 ¡..11 de la solucidn pr·oblerBa de pr·ote{nas con 2 
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ml del r eactivo de Bradford, en tubos de vidrio d e 10 x 100 

mm por dup licado y se mid i d la absorción de luz de 595 nm . 

8. PAGE-SDS 

al Formacidn del gel separador linferlorl 

Se armd la cCÍJnara para forrnar el gel cor1 la pareja de placas 

de vidrio y se sellaron los bordes later ales e inferior 

aplicando lcon una pipeta Pasteur> agar al 1% fundido, 

primero er1 la base y luego er1 los lados de la cámar·a. 

Se marc~ con un plumon indeleble el nivel que deberfa 

alcanzar el 9el separador en las placas de vi drio. Se 

mezclaron en un tubo de ensayo las soluciones en el orden 

anotado en las columnas de l a Tabla 1, para formar los geles 

separ·ador·es que tuviese-n el volumer1 apropiado, se9Jn el 

e-qu i po de electrofor·ésis usado. Ar.tes de a9r·e9ar el TEMED 

l soluciÓr, El y el per·sulfato de amor.io lsoluciór, F> , se 

a9 i td y desgasific~ la mezcla en la línea de vaclo por 1 

111 i ,, . 
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Tabla l. FORMACION DEL GEL SEPARADOR (INFERIOR> DE 

POLIACRILAMIDA-SDS SEGUN EL TIPO DE CAMARA DE ELECTROFORESIS 

Sol1ciotK ltll 
...... -..................... .. --- ............ -· ............................................... ----- .............................................................................................. 
Cám 1 ~ ~· E f• Tttal 
..................................... ............................................................ .. .... .......... --· .... -·- .................................................. _ ....................................... 
Ni!i Ep~orlK 2.00 J.53 o.o~ 2.40 

1 

O.ot3 0.054 u 

l io·Ra• !llH. 220 8.00 6.10 O.JO 9.70 Ul2 0.12 24.t 

tio·h4 Proltu II 11.0 8.40 O.JJ 13.30 0.017 0. 16 33.t 

l io·h• llo4. 221 20.00 IS.25 0.24 24.20 0.030 t.30 61.0 
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Cor. una pipeta de 10 ml se añadió la mezcla c uid adosarner.te 

en el espacio contenido entre las placas de vidrio, evitando 

la formación de burbujas. Inmediatamente despu¿s, se vac{o 

cuidadosamente (con una pipeta Pasteur> agua por uno de los 

extl"emos de las placas, para evitar el cor.tacto del gel cor, 

el ai r e l el oxígeno inhibe la polimeri:zacidn>. Se espero a 

que el gel polimerizara 120 min>. Se elimind !por inversion 

de la cámara, tomár1dola con el sopor·te> el agua que fue 

colocad a sobre el gel separador y se lavó el borde superior 

de este gel dos veces con agua. Se secó el exceso de agua 

con papel sanitario evitando tocar el gel. 

b> Formación del gel concentrador (superior> 

Se mezclaron en un tubo de ensaye las soluciones en el orden 

anotado en las columnas de la Tabla 2. Antes de agregar el 

TEMED fsoluciÓr1 E> y el per·sulfato de arr1orrio lsoluciÓr1 F> se 

agitd y desgasificd en la lfnea de vac{o por 1 min. 

Se agitó suavemerite y se colocó ir1111ediatamer1te la 

mezcla del gel separador, hasta llenar el espacio que 

quedaba entre las placas de vidrio; 
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Tabla 2. FORNACION DEL GEL CONCENTRADOR <SUPERIOR> DE 

POLIACRILANIDA-SDS SEGUN EL TIPO DE CAMARA DE ELECTROFORESIS 

SOh1tiOHS 1111 
-·----.. -.. - .. -.. -----.. --.. --.. -.. -...... -----.................. ----............ -- .................................. ---

ciam A Ha8 ae,.s. E f& Tthl ... --.. -....................................... - .................... ---- ....................................... -- ........................... - ................... ,, ............. -................. --
lli1i EpáortK 0.35 0.26 0.02 J.35 0.0.1 0.01 2.0 

l io·Ri14 l!o4. 220 J. 58 1.17 0.09 6.11 0.004 0.045 ,,. 
lio-til P111tta II 1.75 J.30 0.10 6.10 0.005 0.05 lt.t 

lio-iil4 11114. 221 2. ó3 J.95 t.15 10.2 Ut7 U75 15.0 
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Se colocd el peine entre las placas , introduc iendolo en Ja 

me2c la un poco inclinado para despla2ar hac ia arriba las 

burbujas que pudieran quedar bajo el borde inf e rior d e los 

dientes, donde se forman las hendiduras del 9el superior, 

procurando que los extremos del peine l l e9ar·arr hasta 1 crn 

por· arr·iba del gel separador-. La polimerí2ac iÓrr de este 9el 

t ambién ocurrió en 20 min. 

c > Preparac i dn de las cámaras e lec tr·ofor·i?t i cas 

Ni er1tras se formaba el gel concentr·ador (superior->, se 

preparaba el voluMen apr·opiado de arnor·ti9uador· de corrida 

1X, para lo cual se toraaba en cu1mta Ja cérnara¡ 

cá111ara 

Ni rol Ephor·tec 

Bio-Rad Mod. 220 

Bio-Rad Protean II 

Bio-Rad Mod. 221 

A111or·ti9uador de corr·ida lX 

( rn 1 > 

300 

1500 

2300 

2000 

Se quitd •l peine de las placas sin deformar los carriles. 

Antes de quitar el peine se 111arcó sobr·e la placa de vidrio 

el fondo de cada carri 1 con un marcador ir1deleble. 

Con el empaque de hule y las abr·az ader·as se mor1t arorr las 
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placas de vidrio con los geles dentro del t anque de 

e l ec t r·o f ore!s is. 

Se llend l a parte superior del t anqu e de electrofor~sis 

con el amortiguador 1X y se veri ficd que no hubiese fuga d el 

amo r t iguador hacia la parte infer ior del tanque. 

Con una p ipeta Pasteur se lavd tres veces con el 

amor t iguador de corrida cada una de las hendiduras para 

muestras e n el gel concentrador y se elimind c ualquier 

burbuja que est uvier a presente. 

Se agre9d el amortiguador de corrida IX restante a la 

parte inferior del tanque. 

dl Preparacidn de las muestras 

Se calcul¿ la dilucidn correcta de las muestras para obtener 

la cantidad de proteína deseada . 

Las muestras se prepararon sdlo hasta que los geles 

estuvi eron montados en las c~maras y el amortiguador de 

corr·id a se hubo colocado en los compartimier1tos super·ior e 

ir1ferior. 

En tubos , Epper1dor f que cer·rabar1 perfectamente se 

mezc l a r or, 1 as muestras cor, ur1 volumer1 i 9ual de amort i 9uador 

de muestras 2X. 

Se colocar·on los tubos Epper1dor·f perfectamente cer·rados 

en un soporte circular de Unicel y se colocaron en un baRo 

de agu a hirvi e nte durante 3 min. 
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Con una jerin9a Hamilton de 10, 25 o 100 µl, se colocó 

cada muestra°·'''-r,n ···-~~ · :h~n.~h«trl"a correspor1dier.te. La jerir19a se 

er.jua9Ó tres veces cor• amorti9uador· de cor·rida entr·e 

muestr·as. 

e> Corrida electroforética 

Se inici6 la corrida de las muestras con voltaje constante 

(60 volts>; 10 min despu,s, cuando las muestras hablan 

penetrado al 9el separador, se aumento el potencial a 120 

volts. El tiempo de cor·rida varió cor1 cada cámara : 

cámara Tiempo de cor-r· ida th> 

Mini Ephortec 

Bio-Rad Mod. 220 

Bio-Rad Protean II 

2 . 5 

6.0 

6.0 

En un recipiente cuadrado de pl~stico se vaci6 un volumen 

suficiente de colorante de Fairbanks para cubrir el 9el que 

se mantuvo en esta solucion toda la noche. 

Al cabo de e ste tiempo, se retiró el colorante, se 

~~jua;¿ el gel con agua corri~nt~, se sumergi6 ~n soluci&n 

desteñidora r.;{pida y se puso ácido acético al 7 . 5%. 

Finalmente, se sustituyo el ~cido ac~tico por a9ua haciendo 
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var· i os cambios. 

g > Se puso el gel sobre una placa de vidrio y se coloc¿ un 

pe-dazo de papel Whatman No. 1 de tarnaño apr·opiado par'a 

adherir al gel a ~ste; se despeg6 del vidrio y se puso en un 

secador Gel Slab Dyer-224 de Bio-Rad conectado a una bomba 

de vac{o y con hielo seco IFairbanks y col . , 1971>. 

B. !nrnunizaci~n de conejos 

1. Dosis y v{a 

Se inmunizaron tres conejos Nueva Zelanda de 4 a 6 meses de 

e-dad cor1 la I9GH obterdda rnediar1te la cro111atografÍa er1 

DEAE-celulosa a una concentraci~n de 1 mg/ml. 

Se inyectaron 200 µl de la IgG que había sido disuelta 

en PBS 15 rnM, pH 3, mezclada con 200 µl de adyuvante, 

perfectame-r.te ernulsificada (mediante a9itacidn en ur1 Vor· tex> 

e-r1 la reg i Ór1 ese apu 1 ar· del animal por· v {a sube u t ár1ea 

empleando una jeringa de 1 ml con aguja calibre 20 de 32 ~m 

de largo. 

2. Esquerna de imnunizacior1es y sar19r·ados 

Las inmunizaciones y sangrados se llevaron a cabo con f orMe 

al siguiente esquema: 



La primer-a inmurii;:acidr1 se hizo cor1 adyuvante cowipleto 

de Freund lACFI y las siguientes tres inmunizaciones con 

adyuvante incompleto de Freund <AJFJ con un intervalo de 

quince dÍas entre cada una . Quince días despues de la dltiaa 

inmurtizacio'n se san9r-.oir·or1 los tres conejos por 11edio de ur1a 

pequeña ir1cisidn en la vena mar·9ir1al de la oreja y ap l icando 

vac'o a trav's de un matr~;: Kitasato en cuyo interior se 

hab{a colocado un tubo cÓrlico de 50 ml. Se obtuvieron en 

cada sar1grado 25 ml de cada conejo, que se- dejaron coa9ular 

durante 24 horas a 4°C; al cabo de este tiempo, se 

de-sprendieron los co,gulos de la pared de los tubos con una 

var· illa de vidrio del9ada y se cer1tr·ifu9aron a 2500 rpm 

durante 15 min. Los ant isueros sobrenadar.tes se retiraron 

con una pipeta Pasteur y se almacenaron a -20°C en viales 

de vidrio cor1 tapon de rosca <Mayer y Walker, 1980) . 

3 . Titulación de los antisueros 

La titulación de los antisueros de los conejos se hizo por 

medio de inmunodifusiÓn en 9eles de agarosa al 1.5%, para 

buscar el punto de equivalencia er1tr·e el antígeno UgGHI y 

los antisueros lDavis, 1976>. 

Cuando los títulos fueron bajos al ter11inar la 

irimurdzacidn, los conejos fuer·on rein111unizados 29 d{as 

despu~s del J1timo sangrado con dosis igual•s d• ant{g•no 

ernulsificado en AJF y luego sangrados nueva111ente dos s-ana• 

62 



después. 

a> Preparación de los geles de agarosa al 1.5% 

Se pesar·on 0 .45 9 de a9arosa )' se me-zclar·on con 29.55 1111 de 

Tris-HCl 15 11111, pH 8 para producir ur1a me-zcla de agarosa al 

1.5%. La mezcla se fundid en un horno de microondas 

!Panasonic, modelo Genius ll> a m~x ima intensidad, mediante 

tres o cuatr·o per~odos de irradiaci6n de 10 se9 <sin dejar 

que la mezcla llegase a ebullición> )' se agit6 con una 

varilla de vidrio hasta que se produjo un flu{do cristalino. 

La agar osa se mantuvo en un baño a 5 7°C par· a ev i lar· su 

9elif i caciÓn . 

b> Recubrimiento de portaobjetos con agarosa 

Se tomaron 2 . 8 ml de la a9arosa !con una pipeta de 5 ~l 

previamente caler1tada er1 un mecher·o> )' se extendieron 

cuidadosamente sobr·e portaobjetos per·fecta111er1te limpios )' 

nivelados horizontalmente. El proceso r10 deb{a dur·ar aás de 

20 se9, de lo contrario la a9arosa se solidificaba y 

produc{a 9eles con una super·ficie ir·re9ular. Los geles se 

al111acenaron a 4°C en cajas her·mét icas con papel hÚmedo 

(para evitar· que se secaran>, por no más de una semana para 

prevenir i;,u cor1la111inacidn por· hor19os (IJeeke, 1973> . 
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c> Perforacidn de los geles 

Se construyeron plantillas de cartulina con diagramas con la 

disposicidn de los pozos y de los surcos en la siguiente 

forma. En la parte central, a lo largo del portaobjetos se 

perforaron 7 pozos de 3 mm de di~metro con una distancia de 

1 cm entre ellos, utilizando un sacabocados conectado al 

vacío¡ luego se hicier·or1 2 surcos de 2 mm de ancho, a lo 

largo de los portaobjetos y a 0.5 cm de la hilera de pozos 

CFig . 7>. 

d> Preparacidn de las muestras para la inmunodifusi¿n 

A partir de una solucidn con 5.7 mg de IgGH por ml, se 

realizaron diluciones seriadas al doble en PBS 15 mM, pH S. 

Posteriormente se tomaron 10 µl de cada dilucidn, se 

mezclaron con 10 µ1 del antisuero de cada conejo y se 

ir1cubaror1 a 37°C durante 30 mir1. Al cabo de este tiempo se 

colocar·on 10 µl de las r11e:zclas en cada uno de los 7 pozos de 

la placa de a9ar. En el surco superior de cada 9el se 

colocaron 100 µl del antisuero de un conejo dado y en el 

inferior se colocaron 100 µl de la soluci6n IgG dilu{da 1:16 

con el Mismo amortiguador de fosfatos <concentraci6n final 

de la l9GH: 0.36 mg/ml>. Finalmente, se colocaron los geles 

en cajas de Petri sobre un colch¿n de papel h~medo y se 
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Fi9. 7. Plantillas par·a la for·maciC:r, de po:;:os y sur·cos en 

i;e- l e-s de a9ar·osa. Tarnaño natural de las plantillas usadas 

E- 1'1: CA> ir.rnur1odifusi~r1 par·a detennir1aciÓr1 de equivaler1cias 

ar1t Í.9eno/ant icuer·po; CB J i r.r1.'"'noelectr·ofor C::.. s. par·a dos 

ant{genos ( en los pozos > y un anti suero Cen el surco> . 
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i ~cubar on du ran t e 12 horas a 37°C. 

e l lavado d e l o s g eles 

la e xtracción de las protelnas no inmunoprecipitadas de los 

geles de agarosa se r ealiz& de la siguiente manera. Se 

colocaron los portaobjetos con cada gel sobre dos toallas de 

papel y se cornpr· imier·or1 cor. uri objeto de apr oximadarnente l 

kg durante 15 min. Posteriormente se sumergieron 12 h en 250 

mi d e ur1a sol ucidr1 de NaCl 0 . 1 M agitada ma9r1éticamte 

durante 12 h y se lavaron 12 horas m~s por inmersi¿n en agua 

bidestilada. Despuls se comprimieron nuevamente y se secaron 

10 111in err un horno eléctrico (J M Or·tÍzl a 60°C . 

Los geles secos se sumer gieron en azul de Coomassie R al 

0.5% durante 15 min . luego se e n juagaron con agua para 

eliminar el exceso de colorante y se sumergieron en ~cido 

ac~tico al 7% durante el tiempo necesario para eliminar el 

fondo azul !Harboe e Ingrid , 19731. 

C. Purificaciór, d& la I9G de cor1ejo ar1ti IgGH II9GC<xI9GHI 

l. Acoplamie-nto de la IgGH a Sepharose 
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Se me:zclaror1 2.5 g de Sepharose 4B, activada con bromuro de 

ciar.i;;9er10 (CNBr>, cor1 30 rnl de HCl 1 mM mediar1te a9itaciÓr1 

suave con una varilla de vidrio. El gel ya hinchado se lavb 

por fi ltraciÓn a tl"av ¿s de un embudo P·yl"ex de vidr·io , con 

filtro poroso mediano, a presi6n negativa, tres veces con 30 

mi de HC 1 1 mM y otras tres veces cor. 30 ml de NaHC031 0.1 

M NaCl 0.5 M, pH 8.3. 

El gel lavado y rnimedo se retir«~ del erftbudo y se 

depositó en un vaso de precipitados que contenfa 4 ml de 

I9GH 110 mg/ml> disuelta en 10 ml d e NaCHO:» 0 . 1 M NaCl 0 . 5 

M, pH 8 . 3 con e l fin de acoplarla al gel . La mezcla se dejd 

reposar· 2 horas a 4°C ·y al cabo de este tiempo la resir1a 

se lav6 con el mismo embudo de vidrio poroso, tres veces con 

30 ml de c a da uno de los amortiguadores que fueror. empleados 

sucesivamente: 1> Tr· is-9licina 0.1 M, pH 8.6, 2> acetatos 

0.1 M, pH 4 y 3> Tris-HCI 0 . 1 M, pH S . 

El gel lavado con la proteína acoplada se empacd en una 

columna de vidrio de 16 ml de lecho y se equilibr¿ con 150 

mi de PBS 15 mM con NaCl 0.15 M, pH 7.4. 

2. Purificacion de anticuer·pos de cor1ejo dirigidos cor1tr·a 

I9GH, mediante cromatograf la de afinidad 

Para purificar los anticuerpos de conejo dirigidos contra 

inmuno9lobulina G humana tlgGC«lgGH> se reali:zd una 

cl"omatografl a del antisuero de conej o en la columna de 
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Sepha r·ose 4B a la que se h ab!a a cop lado l9GH pura, c omo se 

descr· i biÓ e:.nts-s. 

Se col ocaron 4 ml d e s uero d e conej o i nmunizado c on 

IgGH sobre la r esi na; s e eluyd primer o con PBS 15 mM, pH 7.4 

a un fl ujo de 1 9ot a c ad a 7 se9u nd os y se colectaron 

f racciones d e 20 g ot a s e n tubo s de vidrio de 10 X 100 mm, 

c on u n col e c tor de fracc i o nes Ultro-Rac . La DO 230". de las 

f r acciones el u fdas se r eg i stró en el Uvicord. 

Las f r acciones que contenlan protelna s'r ica no 

adso r·bida a la columr1a fuer·or1 r·ecolectadas y r·ecicladas en 

la columna para asegurar la union de la totalidad de los 

anticuerpos de conejo anti IgGH a la resina; despu's de 

esto , al dism i nu ir la DO al ni v el basal, los anticuerpos 

asociados fueror1 e-lu(dos con arnorti9uador de- 9licir1a-HCl , pH 

2.8. Las f r acciones que contenlan los anticuerpos se 

reun ier o n y se dializaron 48 h contra a9ua a 4°C. Al cabo 

de este tiempo, e-1 conterrido de- la bolsa de diálisis se 

concentrd por liofilizacidn y se almacenó en un vial de 

pl~stico con tapa de- rosca, sel l ado con parafilm, dentro de 

u n desecador con sÍlica a 4°C CPharmacia, 1997>. 

3. Pur·eza de la I9GCci:I9GH obterrida por cromato9r·afÍa de 

afirddad 

al Inmunoelectrofor~s i s en geles de a9arosa 
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S e prepararon l os ge les de agarosa ( c omo se i ndicd a ntes > a 

los que se hicier·on dos pozos de 3 mm de di~metr·o en l a 

parte cent ral del gel , con una separaci dn de 8 mm entre 

ellos. En el po20 super i or se colocaron 10 µl de l9GH 12 

m9/mll me2clada con 1 µl de a2ul de b romofenol al 1% en 

boratos 0.01 M, pH 8 . 6 y en el inferior 10 µl de SHT teRido 

de la mi sma forma. 

Se colocaron los portaobjetos sobr·e la placa del 

soporte del equipo de electrofor~sis IBio-Rad-1405} 

perfectamer.te paralelos eF1tr·e sí y per-pel'1d icular-es a los 

depósitos de ar11orti9uador de la cámara de electroforésis que 

r1ab{an sido 1 lenados previamente COI'• amor-t i9uador- de cor·r·ida 

CTris-HCl 15 mM, pH 81. Se conectaron los geles a los 

dep6sitos con almohadillas de algoddn y gasa humedecidas con 

el mismo ar11or·tiguador . La cámara se cerr·Ó, se cor1ectó a la 

fuente de poder y se corr id la electrofordsis 10 min a 60 V 

y luego 60 min a 120 V. Al terminar la corrida se hi:zo un 

surco a lo largo del gel y entre los pozos, donde se 

colocaron 100 µ1 del antisuero de conejo IWeeke, 1973¡ 

Zoch~1a, 19761. 

bl PAGE-SDS 

Se prepard un 9el de poliac r ilamida al 10% en el que se 



analizaron mue stras de l a ntisuero d e conej o de l as 

f r acciones q ue el uyeron con e l amortigu ado r de fosfatos 15 

mM, pH 7 . 4 (no adsorbi das a la columna de afinidad de 

Seph a rose 4BI y de la fraccidn asociada a la columna que 

eluyd con el amortiguador de glicina 0.1 M, pH 2.S. 

D. Acoplamiento de la peroxidasa de r~bano IHRPI a la I9G 

Se disolvieron 5 m9 de per oxidasa de rdbano en 

200 µl de l a solucidn de PBS 0.1 M, pH 6.8 con 

9lutaraldehÍdo al 1.25% y se mantuvo la mezcla a 4°C 

durante 18 horas. Luego se filtr¿ la mezcla a trav~s de una 

columna de Sephadex G 25 de 75 ml de lecho 150 X 0.7 cm> que 

había sido equilibrada con la soluci&n de NaCl 0 . 15 N, pH 

7.0 , para obtener fracciones de 32 gotas/tubo eluÍdas con el 

mismo amortiguador. 

Las fracciones de color caf~, que contenlan la 

peroxidasa activada con 9lutaraldehÍdo, se reunieron y se 

depositaron en una bolsa de didlisis y cuando era necesario, 

se concentraron hasta 1 ml colocando la bolsa de di~lisis 

dentro de una caja de Petri que contenía 20 9 de 

polietilenglicol, rotando la bolsa de vez en cuando. 

Las fracciones con peroxidasa se dializaron contra 2 

litros de soluci6n de NaCl 0 . 15 N, pH 7.0 durante 12 horas a 

4°C. 

La mezcla con perox idasa activada y dializada se 
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transfirid a un tubo de ensayo de 5 mi que contenía 5 mg de 

I9GCo:I9GH disuelta en 1 ml de solución de NaCl 0.15 M, pH 

7.0 e inmediatamente despu¿s se aRadieron 100 pi de 

amortiguador de carbonato-bicar·bonato l M, pH 9 . 5 er1 &l qu& 

se mantuvo durante 24 horas a 4°C ; al cabo de este tiempo 

se le aRad ieron 100 pi de soluci6n de L-lisina 0.2 M, pH 7.0 

y se mantuvo dos horas m~s a 4°C. 

Posteriormente la mezcla se dializb contra tres cambios 

de 2 litros de NaCl 0 . 15 M, pH 7 . 0 a lo largo de 24 horas y 

a 4°C. 

Fi nal mente, la prepar aci6n se almacen6 en tubos 

Eppendor·f de 1 . 5 ml a -20°C tiasta el momerito de ser usada 

IAvrameas, 1974>. 

E . Adsorcidr1 del primer· ar1ticuer·po ll9GH> a membr·ar1as de 

rd trocelulosa 

Para por1er a punto el dot-ELISA usar1do a la I9GH como 

ant{9eno, buscamos primero las condiciones para la adsorci¿n 

de la I9GH a membr·ar1as de rdtrocelulosa. 

S& realizaron diluciones, seriadas al doble, de la 

soluci6n madre de I9GH 13.2 mg/ml> y se colocaron 10 µl de 

ellas en el centro de cada uno de ocho cuadros de 1 . 8 X 1 . 8 

cm marcados er1 ur1a tir·a de membr·ar1a de nitroc&-lulosa S~S BA 

85 114.4 X 1.8 cml previamente lavada por 5 min en agua 

bidestilada y secada inmediatamente antes de poner en ella 
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las muestras. Poster iormente la tira de nitrocelulosa con la 

pro teína adsorbi da se sumergió 15 min en solucidn fijadora, 

despu¿s se lavd v arias veces con agua bidestilada, se incub~ 

5 minen Tr is-salino y se lavd cuatro veces con 80 ml de PBS 

15 mM, pH 7.4. Finalmerite se tiñÓ con Azul de Coomassie R 

durartte 6 h y se destiñó cor. ácido acético al 7% (Jat.an y 

col., 1984>. 

F. Búsqueda de las condiciones de reacción de la per·oxidasa 

tHRP> cor, 4-Cloro-1-Naftol <4-Cl-1-Nl 

Para poder controlar la reacción de la HRP se hicimos 

experimentos de cin¿tica enzim,tica . Primero analizamos el 

efecto de la concentración de substrato . Hicimos cinco 

diluciones seriadas al doble de los substratos: 4-Cl-1-N y 

H:aD-z (cor1terddos er1 la me:::cla dE- reacción, MR>, en 

amortiguador TEA-salino. 

Posteriormente, depositamos 500 µl de cada dilución de 

la MR por duplicado er1 tubos de er1saye de 10 X 100 mm y les 

agr·egamos 100 µl de la per·o :ddasa (l µ9/1111> dilu{da en 

TEA-sal ir10. 

Se dej¿ que ocur·riese reacción enzim~tica durante 5 111ir1 

y al cabo de este tiempo se detuvo la reacci6n con 500 µ1 de 

NaOH 1 N y se leyó la DO a 340 nm. 

En seguida probamos el efecto de la concentraci~n de 

enzima. Hicimos siete diluciones seriadas al doble de la 
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enzima HRP (concentraci6n i n icial: 1 µ9 / ml> con amorti9uador 

de T~A-salino, •n uh vol~men final de 300 µl. Luego 

depositamos 500 µl de la MR dilu:da 1:0 en TEA-salino l62 . 5 

µ9/ml de 4-Cl-1-N> por duplicado en tubos de vidrio de 10 X 

100 mm y a'3re9arftos 100 µl de cada diluciÓr1 que cor1tenfan a la 

enzima. 

Se dej¿ reaccionar la mezcla durante 5 min y al cabo de 

este tiempo se detuvo la reacci¿n con 500 µl de NaOH 1 N y se 

leyo la DO 340 nm. 

Analizamos la cin,tica en las siguientes condiciones 

finales de reacción: colocamos 100 µl de la enzima 11 µg/ml>, 

SOO µl de HR dilu{da 1:8 !62.5 µg/ml de 4-Cl-1-N> en tubos de 

ensayo de 10 X 100 mm por duplicado y detuvimos la reacc iÓr1 

con 500 µl de NaOH 

7 , 10 y 15 minutos. 

N a 151 30, 45 segundos y 1, 2, 3 1 4, 5, 

G. Dot-ELISA con I9GH 

Par·a ar.alizar· la actividad inmur.e y er1zimática del conjugado 

I9GCv.I9GH-per·o:.: i dasa, realizamos ur1 dot-ELISA usando como 

antf9eno el priMer anticuerpo llgGHI, inmovil izado 

dir·ectamer1te en las mernbr·ar.as de rdtr·ocelulosa. 

1 . Fijación del primer anticuerpo 

Se cortarorr di seos de 7 mm de di ámentro cor. ur1 per·for·ador· de 
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papel , y se lav aron por 5 minen una caja de Petri que 

con tenía agua b i destilada. Los discos se secaron a 

temperatur·a ambiente e ir.rnediatamer1te a cada uno se 

aplicaron 10 µl del primer anticuerpo <l9GH a 3.2 m9/mll; es 

decir, a cada disco se aplicaron 32 µg de I9GH. Después de la 

aplicaci~n los discos se secaron a temperatura ambiente y 

cada uno se coloco en tubos de ensayo de 5 ml a los que se 

agregaron 500 µl de soluciJn fijadora, se incubaron 15 min a 

temperatura ambiente, luego fueron lavados con agua 

bidestilada, incubados 5 minen TBS y desputs 1 h en 250 µl 

de solucidn bloqueadora <BSA al 5%1. 

2. UrdÓr1 del segundo ar1ticuer·po acoplado a peroxidasa 

( •cor1jugadoª J 

A cada tubo con un disco que contenía l9GH inmovilizada se 

agregaron 100 µl de I9GC~l9GH-peroxidasa (diluciones 1:50, 

1:100, 1:250 y 1 : 500 en BSA al 1%) . Luego se incubaron 2 ha 

ternperatura ambiente y después se lavd cada disco dos veces 

con 1 rnl de TBS. 

3. Reaccidn de la peroxidasa 

A cada tubo con un disco que había sido incubado con el 

segundo anticuerpo, se agregaron 250 µl de MR diluÍda l:S en 

TEA-sal ir10. las mezclas se ir1cubar·or1 5, 15 o 30 111ir1, al cabo 
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de los c1.1¡;1 ·le.s.e lavar·or1 dos veces cor1 : :;?. ml .de TBS. 

H. DOT-ELISA con Entamoeba histolytica 

1. Preparacidn del ant{geno amibiano 

al Cosecha de amibas 

Cinco tubos cor1 cultivos axérdcos de trofo:zoítos de 5.:.. 

histolytica de la cepa HK9 en fase logarítmica tard{a 11oe 

amibas/mll , propagadas en medio TYI-S-33 !Diamond, 19781 se 

enfriaron por inmersi6n en agua - hielo durante 5 min, al cabo 

de los cuales suspendimos las amibas por inversidn s u ave de 

los tubos; el contenido de ellos se reuni6 en un tubo Falcon 

cónico de 50 ml cor. tapdn de r osca que se me:zc ld biér, y se 

tornó una muestra para obser·varl a cor, ur1 hemat Ímetro ·y 

calcular·: al la densidad de las amibas, bl el r·er1d imier1lo 

pr·omed io y el el rsJrner·o total de amibas cosechadas. Una vez 

cor1tadas, las amibas se cerstr·i fugarort a 90 X 9 dur·artte 3 mir1 

a 4°C; se relir6 el sobrenadante con una pipeta Pasteur 

conectada al vacío, con mucho cuidado, ya que la pastilla 

amibiar.a es rnuy suave. Se a9r·egaror1 er1lor1ces 5 ml de medio 

TYI fr{o a la pastilla y se resuspendid suavemente para 

luego transferirla a un tubo c&nico de vidrio graduado de 15 

mi en el que se registr6 el volumen y se centrifugaron 

nuevamente las amibas a 90 X 9 por 3 min a 4•C. Igual que 

75 



ar1tes, se resusper1dier·or1 y centr· i fugar·on las a111ibas dos 

veces m~s. Luego se c o ntaron nuev amente para calcular su 

densidad y n~mero total; se centr ifugaron y se descart¿ el 

sobr errad a n t E-. 

bl Fijaci¿n de las a mi bas con glutaraldeh{do 

Las amibas y a cosechadas se resuspendieron en 43.5 ml de 

medio TYI fr ie y se fijaron aRadiendoles 1.5 ml de 

glutaralde-h{do al 25% <ler1tr·o de- ursa camparsa e >: tr·actor·a <la 

concentracion final <le glutaraldehi<lo fue 1%1. 

Las amibas suspe-n<li<las e-n la mezcla se- mantuvieron con 

glutar alde-hÍdo e- r1 agitación suave y cor1tir1ua ers u n me-zclador· 

<Lab-Tek Al i quot Mixer> a 30 c i clos / min, durante 2 h . 

Las amibas y a f i jadas se cent r ifugaron a 90 X 9 durante 

3 min a 24ªC; el sobrenadante se descart6 por aspiraci&n y 

la pastilla se resuspendi¿ en .50 ml de NaCl 0.1 M-Glicina 

0.1 M, pH 7 . 4 y se mantuvo en agitaci¿n durante 30 min para 

bloquear los grupos aldehído libres del glutaraldeh{do . 

Se lavd la pastilla tres veces mas por centrifugaci¿n 

cor1 la misma solucidn y tres veces m~s cor1 agua bidestilada. 

Se contar·on r1uevamer1te las amibas er1 el hemat{metro y 

se ajustaror1 a ur1a concentrac iÓn de 3 X 10.,/1111 er1 TBS con 

NaN,,. al 0.2%. <Cal'10-Mar1cer·a , 19861 . 

2. Inmovilizacidn del antígeno 
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Una vez que se tuvo el antl9eno amibiano f i jado, se p r eparó 

el papel de nitrocelulosa donde se llevo a cabo la pru eba 

del Dot-ELISA. 

Se cort6 la cantidad adecuad a de papel de n i t r ocelulosa 

de acuerdo al número de muestr·as que se emplear·Í ar1; la 

membrana se depositd en un r ecipiente con agua bidestilada y 

se deJd hidratar dur ante 5 min. Inmediatamente antes de 

fijar el antl9eno al papel de nitrocelulosa, se colocó este 

sobre una toalla de papel desechable par a eliminar el e xceso 

de agua. 

Se arm6 el Minifold pr ime r o c on la base de vaclo y 

sobre esta la sección i n t e rmedi a o sopor te . Tambi'n se corto 

un cuadro de papel Whatma n 3 Chr de 103 X 133 mm que se 

colocó sobr·e el sopor-te y luego s o b r·e est e se puso la 

membr·ar1a de rdtr·ocelulosa todav {a húmeda, con el lado opaco 

hacia ar·r· iba. Enseguida se coloco la se-cciÓri superior del 

Minifold con 96 pozos y se prensó con las pinzas de 

sujeciÓr •. 

En cada pozo del Minifold se colocaron 10 µl del 

ant{geno (3 X 104 amibas> ya fijadas y resuspendidas en 

TBS. Despu~s de cada aplicación se seco el ant{geno con la 

ayuda de una pistola de aire y luego se i ncub6 con 500 µl de 

TBS dur ar.te 5 mir1i al cabo de este t i e mpo se elimin~ e-1 TBS 

apl icar1do vac {o a la cámar a. Posteriormer.te se incubó h 

con 200 µl de BSA al 5S en TBS y l uego se retirb por 
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aspiración c ui dado sa con una pipeta Pasteur conectada al 

v a c fo ( Jahan y col., 19841. 

3. Llr.iÓr1 de los antic ue r pos 

Se depositaron muestras de 100 µl de sueros de cuatro 

personas sanas y de cuatro personas con absceso hep~tico 

amibiano !gentilmente donados por la Dra. Yolanda L6pez 

Vidal, del Depto . de Infectolog{a del Instituto Nacional de 

la Nutr· ición, titu lados pr·eviamente por· el método de ELISA 

cl ~s ico l , en los pozos 1 al 11, en diluciones seriadas 1:50, 

1:100, 1:200, 1:400, 1:800, 1:1600, 1:3200, 1:6400, 1:12800, 

1:25600, 1:51200 y 1:102400 en SSA al 1% en TBS¡ 30 min 

' ' . despu es se retiro el liquido de cada pozo por aspiracion con 

una pipepeta Pasteur y se lavo tres veces con 500 µl de TBS, 

que se descart~ por aspiracidn. La columna 1 pozos lpozos de 

las filas A-HI correspondi¿ a las muestras blanco, es decir, 

mezclas sin suero antiamibiano. 

dilu Í da 1:300 en BSA al 1% en TBS, se incubo 2 h m&s a 

temper·atur·a ambit?nte y se lavó cor1 500 µ1 de TBS co•o se 

' descr·ibío ar.tes. 

En cada pozo se pusieron 250 µ1 de mezcla de reacci¿n 

78 



d iluÍda 1 : 8 e n TEA-salino y se incubd 1 hor a a temperatura 

ambier1te evitando la l uz di r ecta sobr·e l a cámara, que 5e 

cubrió c on papel aluminio. 

Finalmen t e se retird la mezcla de reaccidn aplicando 

succ i dr1 muy suave a la c.Ítnara de vacfo del Minifold para que 

el producto de la reaccidn enzimática (precipitado azul> se 

depositara sobre el fondo blanco de la 111e111brana de 

r1i trocelulosa. Se desmont~ la 111embl'ar1a de la cámara y se 

dejo secar a tempel'atura ambiente antes de ser 9ua!'dada 

der1tro de ur1a bolsa de plástico que se cer·r·¿ her111~ticamente 

(Pappas y col., 1983, 1984 y 1985; Sanjai , 1985>. 
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V. RESULTADOS 

A. PurificaciÓr1 del "pr· imer· ar.t.icuerpo• <IgG sér· ica humar1a> 

J . Cromatografí a en L-Feni lalanina-Sepharose 

Para separar las inmunoglobulinas del suero humano total 

<SHT> usamos e-1 método de Doelle9ast y Plaut <1976) , 

descrito originalmente para la purificacidn de IgA. Por 

resultados obtenidos previamente en nuestro laboratorio 

(Quezada-Calvillo, 1986>, dicho m~todo tambitn es ~ til para 

obtener I9G con alto grado de pureza. La t~cnica se basa 

tanto en la eliminacidn de algunas proteínas no deseadas 

median t e precipitaci6n con sulfato de amonio, como en la 

obtencidn de las inmunoglobu linas s'ricas por medio de 

cr·omatogr·af~a er1 L-Fers-S, eluyendo se-r· iadamer1te con 

amor·t igtiadore-s que t iene-n conce-r1trac ior1e-s variables de 

sulfato de- amonio. 

En Ja Fig. a se muestran los picos obtenidos mediante 

c romatografía de-1 SHT en L-Fen-S. La IgG se encontr¿ en las 

f racciones eJu{das con el amortiguador D. 

Para concent r a r la IsG enriquecida, reunimos las 

fracciones que formaban el pico que eluyd con el 

amorti3u&~or Den L-Fen-S, las dializamos contra agua para 

eliminar las sales, y las desecamos por liofilizaci¿n para 

almacenarlas; antes de vo lver a usarlo, redisolvimos el 



Fi9. a. Per fil cromatogr~fico del suero huMano normal en 

L- fenilalanina-Sepharose. Las letras representan los 

a mortiguadores u sados par a la elucidn de la protelna. Las 

fracciones eluÍdas con el amor·ti9uador· D cor1ter1iar1 

I 

or-incipalmen t e I gG y fueron reunidas para su puri ficacion 

ulterior en DEAE - celulosa. 
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material liofilizado en amortiguador de fosfatos 15 mN, pH 

s. 

2. Cromatograf'a en DEAE-celulosa 

Para en ri qu ecer la f r accidn de IgG obtenida mediante 

cromatografla en L-Fen-S, la sometimos a cromatograf{a en 

DEAE-celulosa. Al elu ir cor. el amortiguador· A, obtuvimos ur. 

pico que contenía IgG, perfectamente separadD del pico de 

prote{na contaminante que eluy~ con el amortiguador B IFi g. 

91. Las fracciones eluÍdas con el amortiguador A fueron 

luego dializadas contra agua bidestilada y liofilizadas. 

Para asegurarnos de la pu r eza de las inmunoglobul1nas 

contenidas en las fracciones c romatogr~ficas, las analizamos 

mediante inmu noelectrofor¿sis empleando antisuero dirigido 

cor.tr·a I9GH. 

En la Fig . 10 se muestra el arco de precipitaci¿n 

obtenido mediante inmunoelectrofor~sis, donde se ve que la 

ar1ti IgG se'r·ica sblo reconoce a la IgG. 

3 . Rendimiento de la IgGH purificada 

Para saber cuanta IgG fue pur ificada durante el proceso y el 

rendimier.to de la misma, cuantificarnos las protefnas en 

todas las fracciones con el m~todo de Bradford (19761. Los 

datos d& cor.cer.tracicfr,, car1tidad total y rer1dimier1to de 

proteínas en ~ada paso de purif icaci¿n se muestran en la 

Tabla 5. 
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c 19. 9 . Purificaci~n de la I9GH por cromatogr~f{a en 

J EAE-celulosa . La cromatografia se realizo con el pico D 

obtenido de la cromato9rafla em L-Fen-S lver Fl9. SI. Las 

letras repr esenta~ Jos amortiguadores usados ~n Ja eluci~n. 

La IgG !detectada por inmunodifusi6n radial> ~Juy6 con el 

amortiguador A, en tanto que la protelna retenida 

lcontamirrant e > eluyÓ cor. el amor·ti9t1ador B. 
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Fi9. 10. I nrnunoelectrofor·e'.sis de la I9G serica humana 

obtenida por crornato9r afla en DEAE-c. En el pozo inferior se 

coloc6 suero humano t otal ISHI y en el pozo superior se 

I 
co loco una mlteslr·a del pr· imer· pico obtenido de- la 

cromato9raf{a en DEAE-c lver Fi9 . 91 . En el surco ce-ntral se 

coloc6 antlsuero de conejo dirigido con tra s uero humano I~ 

SHI . S e obser vb mediante i luminaciJn indire-cta que- la banda 

mas intensa de inrnunoprecipitado corre-sponde- a la I9G . 
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Tabla 5 Pl'R IFICACION DE IgG SERICA HUMANA 

Volumen p r o t e '. n a s 

Fracc~ón (ml) mg/ml mg totales Recuperación 

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 an~lisis de las fracciones ricas en IgGH obtenidas de las 

cromatografías sucesivas er1 L-Fer1-S y DEAE-c, fue hecho en 

geles de poliacrilamida-SDS (Fig. 111. En el carril 1 se 

coloc¿ una muestra de SHT (diluci~n 1:401 , en el carril 2 

una muestra de la f r acci¿n L-Fen - S y en el carril 3 una 

muestr·a de la fr·acciÓr1 DEAE-c. Se apr·ecia qu·e desput.s de la 

cromatograffa en L-Fen-S, la IgGH (flecha mayor> se encontrd 

prdcticamente libre de contaminaci6n, apreciando en ella 

s&lo una banda adicional muy tenue, que parecid corresponder 

a la alb&mina (flecha menor> . Desputs de la cromatograffa en 

DEAE - c , la I9G aparecid como una banda Jnica muy intensa, 

que no contenía ninguna otra proteína detectable por tinci6n 

con Azul de Coomassie. 

Por estos datos conclufmos que mediante cromatografla 

secuencial , p r imero en L-Fen-S y luego en DEAE-c , se puede 

obtener IgGH s¿rica de pureza suficiente para inmunizar 

conejos y obtener un antisuero adec uado. 

B. Producci6n de anticuerpos de conejo a nti IgGH 

l. Dosis, 
• J 

v1a, adyuvantes, inmunizaciones y sangr ados 

Para obtener los ant icue r pos de conejo anti IgGH inmunizamos 

tres conejos Nueva Zelanda jÓvenes con la IgGH purif icada y 

los sar19r·amos cor1for me al esquema descr· i to er1 Métodos . En 
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' F: g . 11. Electroforesis e n gel de poliacrilamida-SDS de l as 

fr·accíorres obte-rrídas dttr·arrte- la purífícaciÓrr cr·omato9r.;fÍca 

de la IgG. En el carril 1 se colocaron 15 µl de- suero humano 

total dilu(do 1:qo¡ en el carril 2 se colocaron 15 µl de- la 

fr·accidr, que- eluy¿ corr e-1 amortiguador· D de- la cr-omato9rafla 

en L-fenil alanína-Se-pharose Cve-r Fig. 8> y en el carril 3 se-

colocaron 15 µ1 de la fraccidn rica en I9G obte-nída por 

cromatograffa en DEAE-c Cver Fíg. 9} . El gel fue teRido con 

a:;:ul de Cooraassíe. la flecha de la izquierda irrdica la 

posici¿n de la I9G . Se aprecia e-n el carril 3 una banda 

inica qu e corresponde a la I9G de alta pureza 

electro f o r·É-t i ca. 
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cada ocasion obtuvi mos 25 ml de sar19re de cada conejo y 

desputs de centrifugar quedaron 10-15 ml de suero. 

2. T i t u lacidn del antisuero 

Para titular los antisueros hicimos una inmunodifusi~n en 

geles de agarosa con objeto de encontrar el punto de 

equiva l~ncia ent re el volumen del antígeno IIgGH> y el 

vo lumen del antisuero (suero de los conejos}. Despu's de 

incubar los geles con las muestras observamos bandas de 

precipitacidr, er1tre el sur·co superior donde colocamos el 

antisuero y los pozos con las diluciones 1:1, 1 : 2, 1:4 y 1 : 8 

de la IgGH (5.7 mg/mll y del antisuero CFi g . 12>; este 

resu ltado indic6 que en ese caso hab{a un exceso de 

antisuero. Tambi ¿n obs ervamos bandas de precipitaci¿n entre 

el su rco inferior, donde colocamos la IgGH (1:16J, y los 

pozos con las diluciones 1:32 y 1:64 de la mezcla de lgGH y 

el antisuero; este resultado indic6 que para dichas 

diluciones habla un e xceso de . I9GH . Por lo tanto, conclulmos 

que la equivalencia de los antisueros en nuestro ensayo era 

1:16 porque en el pozo correspondiente no se observ6 arco de 

precipitacidn, por existir a esa diluci6n equivalencia entre 

el antígeno y el anticuerpo. 

El punto de equivalencia en la diluci~n 1:16 de los 

antisueros, correspondi6 a 0 . 3562 mg de lgG por ml de 

anti suer o. 
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Fig. 12. Punto de equivalencia del antisuero de con&JO 

dirigido contra IgG humana. En el surco Inferior del gel se 

colocaron 100 µl de antlsuero de conejo (~l9GHI; en el 

E.~er!cr SE colocar e~ lCC µ l de IgaH ( diluida 1:101; en cada 

uno de los pozos centrales se colocaron 10 µI de las 

diluc i o nes s ucesivas de IgGH Cdesde 1:1 hasta 1:641 que 

furon mezcladas con un volumen igua l d e a n lisuero como 

Indican los numeres. La observac1Jn del gel se hizo por 

iluminaci6n indi r ecta. La flecha indica que la equivalencia 

SE encontrd en la diluci¿n 1:16 del ant i suero, ya que en el 

pozo marcado no se observa arco de inmunoprecipllado, 

mient ras que s{ hay arcos de precipitado arriba y abajo 

I I 
!i.e., antes y despues de la diluc ion correspondiente>. 

S9 



Ag 

Ag/Ab 



c. Purificacion del •segundo anticuerpo • f IgG de c onejo anti 

1. Cromatografia de la lgG del suero de coneJO dirigido 

cor1tr·a I9GH f I9GCcdgGH> 

Realizamos la cromatogr affa de afinidad en una columna 

acoplada cor1 lgGH, a t r·avt?s de la cual hicimos pasar _la 

fraccibn de inmunoglobu linas para absorber a pH neutro el 

antisu ero de conejo dirigido contra IgGH; con el 

amortiguador de glicina-HCl 0 . 1 M, pH 2.S, el ulmos luego la 

IgGC~IgGH qu e reconoci~ y s e u nid especÍf ic a mente a la IgGH 

de la columna !F ig. 13}. 

Para concentrar los anticuerpos purifi c a dos, reunimos, 

dializamos y liofilizamos las fracciones que los contenlan y 

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

2. An~lisis de la IgGC«lgGH por IEF 

El an,lisis del antisuero de conejo se realizJ por 

inmunoelectrofor6sis en geles de agarosa a 1.5%. 

Los geles se perforaron con un surco cetral y dos 

pozos, como se indic6 en Mltodos . En el pozo superior se 

colocd I9GH (2 m9/mll y en el inferior SHT . 

Despu¿s de la corrida electroforttica, en el surco 

90 



I 

Flg. 13. Purl ficaclon de anticuerpos de conejo anti IgG 

huma na por cromato5raf la de afinidad. El antisuero de conejo 

a nt i IsGH f u e apli c ad o a la columna y elufdo con el 

E-~~ ~lguador A !primer pico>; estas fracciones se r e unieron , 

se aplic a ron nuevamente a la columna y se eluyeron con el 

mismo amortigu a dor !segundo pico>. Los anticuerpos de conejo 

contra IgG humana fueron el u{ dos con el amortiguador B 

l tercer pi co}. 
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central del gel se coloc6 antisuero de conejo y se incubJ 24 

hor·as. Al cabo de este tiempo, sólo obser-var11os dos bar.das de 

precipitaci~r. b ii/r, definidas er1tr·e el pozo superior y el 

surco cent ra l, e n la posic iÓn donde migra la ir1muno9lobul ir1a 

G <Fig. 14). 

Por es tos r esultados concluimos qu e la I9G de conejo 

presente en el antisuero reconoce solamente a la I9GH y no a 

o tros componen tes del SHT. 

3. An~li s is de la IgGC~IgGH en PAGE-SDS 

1 ' El analisis electroforetico de las fracciones de la 

I9GCmigGH obtenida mediante cromatograf l a de afinidad fue 

hecho e n geles de poliacrilamida- SDS IFig. 15> . 

En e l primer carril se coloc¿ una muestra de SHT 

diluÍda 1:40; en los carriles 2 y 3 se colocaron muestras de 

las fracciones del suero que no se asociaron a 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 

f r acciones que s{ se asociaron a la columna de Sepharose 4B 

y eluyeron con el segundo amortiguador de 9licina-HCl 0.1 H, 

pH 2 . 8. puede observarse en el carril 4 una banda dnica que 

corresponde a la I9G humana. Por lo tanto, mediante 

cromatografía de afinidad en Sepharose 4B si pudimos 

pur ificar los anticuerpos específicos dirigidos contra I9GH 

a partir del antisuero total de conejo . 
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Fig. 14. Ar. ~! isis de- la I3GCcd9GH por inmunoelectr·ofor·e'.sis . 

En el pozo superior se colocaron 10 µl de I9GH 12 mg/ml> , 

I I9G> y en el inferior 10 µl de suero humano total ISHI. 

Despu's de la corrida electrofore'.tica, en el surco central 

se colocaron 100 µl del antisuero de conejo <~IgG> . Se 

observan e-n el gel por iluminacidn indirecta bandas de 

precipitacion entre cada pozo y el surco central, que 

corresponden a la IgG, lo cual indica que el antisuero er a 

espec { f ico. 
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Fig. 15. An~lisis de la I9GC~I9GH por PAGE-SDS. En el carril 

1 se colocaron IS µl de s uero de conejo total ldilu{~o 1:401. 

En los carri les 2 y 3 se colocaron 15 µ1 de las fracciones de 

las protelnas del suero que no se asociaron a la columna de 

afinidad con el amortiguador A lv e r Fig. 131. En el carril 4 

se colocar on 15 µ1 de las fracciones que si se asociaron a la 

columna y eluyeron con el amort iguador B lver Fig. 131 . La 

flecha de la derecha indica que la Jnica banda que se 

observa en el carril 4 corresponde a la I9GC"I9GH. 
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D. Adsor ci¿n del prime r anticuerpo (J9GH> a membranas de 

nitrocelulosa 

Par a reali zar el dot-ELISA con I9GH, adsorbimos primero la 

IgGH purificada a membranas de nitrocelulosa . Para saber si 

la canti dad de proteína aplicada e r a p r oporcional a l a 

cantidad adsorbida en la membrana, teRimos luego a esta con 

Azul de Coomassie . 

Colocamos muestras con 0.5, 1, 2, 4, S, 16, 32 y 64 µg 

de I gGH en una tira de nitrocel u losa. La cantidad de I9GH 

que se fijo err la membr·arra de rdtrocelulosa s~ fue 

proporciona l a la cant1dad que se coloc¿, de acuerdo a la 

interrsi dad de l as manct.as de Azul de Coomassie tFig. 16> . 

E. Determinaci¿n de las condici ones de reaccion de la HRP 

cor1 4-Cl-1 - N 

1. Efecto de la concentracibn de 4-Cl-1 - N 

Para encontrar la concentracidn apropiada de 4 -C-1-N, 

v ariamos las conce n t r aciones de ~ste y mantuvimos constante 

la cor1cer1tr·acidn de HRP (1 µg/ml> y el tiempo de irrcubaci~n 

<5 mir.> . En la Fig . 17 se obser·va que 62.5 µ9 d• 4 -Cl-1-N/111 

f ue la concentracidn con la cual ocurri~ la reaccidn 

enzim,tica a ve locidad m~xima, con una K11 de 62.5 µg/111 , 
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Fig. 16. Adsorcidn cuantitativa del primer anticuerpo IIgGHI 

a membra nas de n itrocelulosa. Se colocaron muestras de 10 µl 

q ue contenCan 1, 2, 4, 8, 16, 32 y 64 µ9 de IgGH y se liReron 

con a~u l de Coomassie. La intensidad de las manchas fue 

proporcional a la cantidad de IgG aplicada en cada muest r a. 
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1 
Fi9. 17 . Efecto de la concentracion de 4-Cl-1-Naftol sobre 

la velocidad de reaccio~ de la HRP. La enzima se encontraba 

a cor1cer1traciÓr1 fija 1. 1 µ9/mll y el 
I 

tiempo de incubacion fue 

constante (5 minl. La v eloc id ad de la reacci~n fue 

proporc ional a la concentrac i 6 n del c rom¿9eno 14-Cl - 1-NI, 

cuando esta fue menor de 125 µg/ ml 17 mM I . En Jos si9u i e n tes 

ensayos se us¿ 4-Cl-l-N a 62.5 µg / ml (3.5 mMl. 
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equivalercte a 4-CJ-1-N 3.5 mM, er1 las condiciorces empleadas. 

2. Efecto de la concentracidn de e nzima 

Para deter·minar· las cor1cer1tracior1es de er12ima derctr·o de las 

cuales la formacidn del producto de reacci¿n fuese 

proporcional al contenido de HRP , mantuvimos constantes la 

concer1tr·acidrr de 4-CJ-1-N íó2.5 µ9/mll y el tieMpo de 

1 
lncubacion 15 mini. En la Fig. 18 se observa que 

I 

1 µg de HRP/ml se encuentra en Ja re9ion lineal del 

incremento de Ja velocidad de Ja reacción , y que la 

velocidad m~xima se alcanza con aproximadamente 6 µ9 de 

HP.P/ml. 

, 
3. Efecto del tiempo de incubaciorr 

Con las concentraciones de enzima <1 µg/mll y substrato <62.5 

µ9/mll definidas aretes, erccontrarnos que la r·eaccic{rr 

erczim~tica era propor·cior1al al tiempo de ir1cubaciÓr1 hasta 

aproximadamente 1 mire, y que el 4-Cl-1-N se agotaba er1tr·e 4 

y 5 min <Fig. 191. En estas condiciones el decremento de la 

DO 340 mn por µg de HRP por mire de irrcubaciÓr1 <DO/min por 

µgl fue aproximadamente 0.33, 
I 

lo que equivalio a una 

actividad especifica de 0.22 µmoles de 4-Cl-1-N 

transformados por min por µ9 de HRP. 
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F i9. 18. Efecto de la concentracidn de la HRP sobre la 

. ? loci~ad dt> r e-ac c iÓr1. $e observd que- la re9iÓr1 lir1e-al de 

i ncremen t o de la v el o cidad de la reacci~n ocurriJ con no m~s 
I 

J e ~ ~3 j e HRP ~ar mi, en tanto que la velocidad maxima se 

f 

l a concentracion de HRP rebaso Jos 25 µ9/ml. Condiciones 

f ijas de la reacci~n: 62.5 µg de 4-Cl-1 -N por ml y S min de 

1 ncubac i~r1. 
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Fi9. 19. Efecto de-1 tiempo de- ir1cubacio;, sobre- la r·e-accio1
rt 

e n zlm¿tlca de la HRP. Se mantuvieron constantes la 

( 

concentracion de en~ima 11 µ9/ml> y de 4-Cl-1 - N 162.5 µ9/ml>. 

la c•~tidad de pro j uct~ f u e proporcional al tiempo de 

im:ubaciÓr. hasta apro:dmadamerrte 1 min, y el cromógeno se 

agot~ alrededor de los 4 min. la actividad espec{ f ica de la 

HRP, calculada con el promedio de los puntos obtenidos hasta 

el pr imer minuto de incubaci~n, fue de 0.22 µmoles de 

4-Cl-l-N transformados por µg de proteína. 
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F. Dot-ELISA con I9GH 

1. Condiciones del ensayo 

Para probar la actividad inmunoqu(mica y enzim¿tica del 

segundo anticuerpo conjugado a la HRP, as[ como la diluci~n 
I 

apropiada y el tiempo de r eaccion del conjugado, rea lizamos 

un dot-ELISA con discos de nitrocelulosa a los que habíamos 

adsorbido el primer anticuerpo (JgGHl. Agr·eg·amos diluciones 

1:50, 1 :100, 1:300 y 1 : 500 del conjugado a los discos; la 

reaccion se llev6 a cabo con MR diluida 1:8 que contenía 

ó2.5 ~t9 de 4-Cl-1-N y H:aOz al 0.0015%. Las mezclas se 

incubaron 5, 15 o 30 min a temperatura ambiente. Encontramos 

que a los 15 min de incubaci¿n de la HR con el conjugado 

IgGC<d9GH-peroxi dasa diluÍdo 1:300 había ur1 depósito 

claramente visible de producto azul solamente en los discos 

con 32 µg de I9GH fijada, pero no en los que no la contenlan. 

2. Sensibilidad y Especificidad 

a . Ser1sibilidad 

Para pr·obar· la sensibilidad del sistema variamos las 

concentraciones del antígeno (l9GHl, del cual colocamos 

diluciones seriadas al doble que contenían desde 60.5 ng 

ha!;ta 32 µg por disco. !::ncontr·amos que el sistema detectó 
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claramente desde 1 µ9 de I9G bajo estas condiciones. 

b. Especificidad 

Para prob a r la especificidad del segundo anticuerpo u samos 

como antlgeno IgGH e IgAs Cesta J1tima purificada por el 

Biol. Fernando Navar ro Garc{a por cromatografía en DEAE-c y 

Se-phacr·yl S-300), -:le las cuales colocamos di luciones 

seriadas al doble que contenían desde 1 µg hasta 32 µ9 por 

di seo y como se9ur1do arrt icuerpo u samos I9GC<XlgGH. Obser·vamos 

que la I9GC«I9GH did reacci6n con la IgAs sdlo hasta la 

dilucidn 1:50, pero con la IgGH lo hizo hasta Ja diluci¿n 

1: 300. 

La leve reaccion pos itiva cruzada del conjugado cor1 la 

I9As (seis veces menos intensa que con la I9GH> 

probablemente se debi6 a que ambos antl9enos llgGH e lgAs> 

con tienen las mismas clases de cadenas liger as lkappa y 

lambda > y comparten algunos determinantes anti9~nicos de las 

c ader1as pesad as. 

G. Dot-ELISA con Entamoeba histolytiCi 

Se realiz6 un dot-ELISA en las siguientes condiciones: 

Se adsorbieron 10 µ1 del antígeno 13 X 104 amibas> en 

cada pozo del Ninifold sobre el papel de nitrocelulosa de 

103 X 133 mm previamente hidratado. 
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' El papel se preincubo con 500 µJ de TBS durante 5 min y 

poste~iormente se eliminb por succi¿n. 

Se bloquear·or1 los sitios del papel que t1ubier·an quedado 

libres (sin ant{genol con 200 µl de BSA al 5% en TBS durante 

hora y Juego se retiraron por aspiraci~n. 

Se depositaron muestras de JOO µJ de los sueros 

ar1t i amib i arios de cuatro per·sonas sarias y de cuatro personas 

con absceso hep~tico amibiano !ya titulados por el m~todo de 

ELISA cla'sicol en dilucior1es ser-ladas al doble desde 1:50 

hasta J:J02400 en BSA al J% en TBS (pozos 2 a 121 durante 

hora, que luego se lavaron tres veces con 500 µl de TBS. 

La primera columna de filas A-H correspondida mezclas 

de control negativo !"blancos" > donde no se colocó suero 

humar.o. 

Se colocaron luego en cada pozo JOO µl del segundo 

anticuerpo conjugado con peroxidasa IIgGC~IgGHJ diluÍdo 

1:300 en BSA al 1% en TBS que se incub¿ durante 2 horas 

' luego se lavo tres veces con 500 µJ de TBS. 

La reaccion enzim~tica se llevó a cabo con 250 µl de 

mezcla de reacci~n diluida l : S en TEA-salino y se incubó 

dur·ar1te 1 hora; al cabo de este tiempo se lavó y se dejÓ 

secar· el papel. 

Encontramos que Jos sueros negativos !colocados en las 

filas A, B, C y DI desarrol laron color hasta las diluciones 

1:200, 1:200, 1:100 y 1:200, respectivamente. 

Con los cuatro sueros restantes de pacientescon absceso 
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I 

hepatico en curso !controles positivos colocados en las 

filas E, F, G y HJ obtuvimos precipitado azul hasta las 

diluciorres 1:1600, 1:300, 1:1600 y 1:12800, respectivamente 

IF i9. 201. 

Los tftul os obtenidos para estos sueros positivos y 

ne9ativos con nuestro •'todo correspondieron 

aporoximadamente con los que hablan sido obtenidos 

previamente por ELISA cl,sico usando diluciones seriadas de 

5 en 5 ITabla 61. 
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Fi9. 20. Dot-ELISA con a nt {geno de trofozoÍ tos h 

histolytica. Se muestran los r esultados obtenidos con los 

sueros de cuatro per sonas sin infecciJn amibiana (controles 

negativos> colocados en los pozos de las filas A, B, e y D, 

en los que se observ a desarrollo de manchas de color hasta 

las dilucior.es 1:200, 1:200, 1 :100 y 1:200 , r·especti varnente¡ 

los cuatro sueros de pacientes con absceso hep~tico arnibiano 

en cur so (cont r oles positivos> fu e r o n colocados en los pozos 

de las filas E, F, G y H en ellos se observa desarrollo de 

manc has de c o lor hasta las diluciones 1:1600 , 1:800, 1:1600 

y 1:12800 , respectivamente. La primer a col umna !BCD. > 

corresponde e n todos los casos a muestras blanco que 

cor.ten{ an el acarr eador !BSA al 1% er1 TBSI pe-r·o r10 suer·o. 
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TITL'LOS COMPAP.ATIVOS OBTE:IIL'OS CON ELISA CLASICO Y 
DOT-ELISA EN SUEP.OS DE PACIENTES SIN PJFEC(;D~i P?-EVI:\ Y 

C0:-1 ABSCESO HEPATICO A.'-IIBIA~O EN CURSOª . 

Suero 

No. 

l 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

Pacientes con 

absceso hepático 

tia 

11 

" 
Si 

11 

Clásicob 

625 

625 

125 

625 

3125 

3125 

15625 

15625 

ELISA 

200 

200 

100 

200 

l óOO 

800 

1600 

12800 

ª Los núoeros indican los reciprocas de las diluciones a 
los que ocurri6 la reacci6n al punto final . 

b Diluciones seriadas de 5 en S. 
c Diluciones seriadas de 2 en 2. 
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VI. DISCUSION 

A. Purit i caci6n del p r imer anticuerpo 

Para la pu r i ticaci¿n de IgG se han descrito gran cant idad d• 

m¿ t o dos, entre los c u ales la precipitaci¿n del suero con 

s ulfa t o d e amon io, segu ida de cromatogr at!a de intercambio 

i o
1
rd co e r1 DEAE-c , es el 111.f.s amp l i au1ente usado debido a su 

senc il ltz y alto r e nd imiento IFahey y Terry, 19781. Sin 

e mbargo , las p r epar ac i ones obten idas de este modo 

gene ra lmen te estan con taminadas por otras protelnas s~ricas, 

e incluso por otr as i n munoglobu linas !Doellegast y Plaut, 

197 ó l 

El m~todo para purificar a la IgG que hemos empleado en 

este trabajo fue descrito or i ginalmente por Doellegast y 

Plaut !19761 para la purificacion de IgA s'rica. Por 

r·esu l lados obterd dos pr·ev i amerite en r1uestr·o 1 aborator·io 

(Quezada-Calvillo, 1986>, dicho m'todo paree'ª ser ~til para 

obtener IgG s~r ica con alto grado de pureza. Las fracciones 

e l u Ídas c o n Tr i s-acetatos 0.5 M NaCl 0.25 M, pH 8 mediante 

cromatografía del suero en L-Fen-S !Fig . SI, se encontraron 

muy enr i quecidas en IgG, pero aun contenlan albumina !Fi9. 

11). Estas f r acciones fueron sometidas luego a ur1 se9ur1<10 

paso d e purificaci6r, en DEAE-c, er. cor1dicior1es de elucio'r1 
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que no permi t ieror1 la asoc 1·ac 1dr1 de la IgG pero s{ de otr·as 

protelnas a la resina, para as{ obtener preparaciones de 

IgGH suficientemente puras para inmunizar conejos y obtener 

antisueros adecuados !Fig. 91. 

1 

Aunque el rendimier1to cor, el 111etodo empleado fue bajo 

(Tabla 51, la relativa alta concentración s'rica de esta 

clase de i nmur1oglobulir1a per·mite que se obter1gar1 car1tidades 

apreciables de IgGH a partir de peque~as cant idades de suero 

humano. Adem~s, por la gran pureza de las preparaciones, el 

m~todo de purificac ion result6 muy conveniente . 

B. Pr·oducciÓn y pur·i ficaci~n del segur.do ar1ticuer·po 

Para la inmunización de conejos con I9GH usamos el m~todo 

descrito por Mayer y Walker 11930), que se basa en la 

formacidn de arcos de precipitado e ntre los surcos y los 

pozos formados en una placa de agarosa. Obtuvimos anlisuer os 

cuyo punto de equivalencia fue de 1: 10, ID Gu~ correspohdi6 

a 356.2 µg de IgGH ?Or ~l ~¿ ~~t~s~ero iF1 9 . 121. 

coloc¿ en io~ ~~~~ •• ~• iarmd el arco de precipitado entre 

es tos pozos y el s urco donde se coloc6 solamente Ag¡ cuando 

!.abÍa e .~ ce>so de Ab er1 la mezcla Ag/Ab, el ar·co se for·mÓ 

er1lre los pozos y el surco donde se colocó solal(¡E'Y1te Ab y 

c uando la reacci¿n fue equivalente, el p recipitado se formó 

dentro del pozo correspondiente al punto de E-quivalE'ncia 
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I F l 9. 12 1 I Dav! s, 19761. 

Una vez obter.idos los ar1tisuer.os, pur·ificamos loi;; 

anticuerpos espec{ficos mediante cromatografía de afinidad 

e n una columr1a de Sephar·ose 4B acoplada a lgGH. Este método 

permiti6 obtener, en u n s¿lo paso, anticuerpos específicos 

con un alto grado de pureza rFig . 131 . 

C. Acoplamiento de la IgGCmigGH con peroxidasa 

Las er1z imas urd das a ar1t icuerpos har1 sido ampl iamer.te usadas 

en inmunoquÍmica para detectar antlgenos en los tejidos. 

Esta te'cnica da buer.os resul lados cor1 la per·oxidasa de 

r·ábano ' IHRPI unida covalentemente a t r aves de uno de los dos 

gru pos activos del glutaraldehÍdo. El grupo aldehido que 

queda dispordble se ur1e luego al anticuerpo !Avrameas y 

Terr1yck, 19711. 

' Con este metodo acoplamos la peroxidasa a 5 mg de 

I9GCmI9GH. Para la detecci6n de la actividad de la enzima 

cor1ju9ada usamos como substar1cia cromog~rdca al 4-Cl-1-N que 

es Oí:idado por e-1 per·o':ddo de hidr·o'ger10 IH20z> en la 

siguiente reaccidn general rMorris, 19761: 

HRP + HaO,. <==== > HRP-H..,0,.---->HRP + 2 H2 0. 

/\, 
A~2 A 

er1 dortd e AH2 es la substancia cr·orRogÉ-nica y A es el 
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producto colorido insoluble . 

D. Cor1dicior1es de reaccidr, y actividad especÍfica de HRP 

Las concentraciones apropiadas de 4-Cl-1-N y de enzima para 

la reacci¿n de la perox idasa de r~bano IHRP> fueron 62.5 

µ9/ml y 1 µ9/ml, respectivamer1te . En estas cor1dicior1es la 

reacción se mantuvo en la regi6n lineal de incrementó de la 

velocidad de r·eacciÓr1 IFi9s. 17 y 13>. El cr'omÓgeno se agotó 

en unos 4 minen estas condic iones IFig. 19} . La actividad 

~s'p~ ffic a de la HRP r esultó as{ de 0.22 µmoles de 4-Cl-1 - N 

transformados por minuto por µg de enzima. 

E. Dot-ELISA con I9GH 

Las membr ar1as de rdtr·ocelulosa har1 sido muy usadas er1 

biolo9Ía molecular para la inmovilizaci6n de 'cides 

nucl~icos y pr·ote{nas (Jahr1 y col . , 1933>. 

Adsorbimos I9GH en las membranas de nitrocelulosa para 

probar Ja actividad inmunoquÍmica y enzim~tica del segundo 

anticuerpo conjugado con HRP, as{ como la dilución apropiad~ 

y el tiempo de reacci&n del conjugado. 

Encontramos que con 15 min de incubación , el segundo 

anticuerpo conjugado I I9GC~l9GH-peroxidasal dilufdo 1:300 

producía un depósito claramente visible de precipitado azul 

en las membranas de nitrocelulosa que conten{an lgGH 
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inmovilizada. Así mismo, deteM~inamos la sensibilidad del 

s i stema varian do las concentraciones del primer anticuerpo 

(lgGH J ; encontramos q ue se pod'a detectar claramente por lo 

menos 1 µg de I9GH en estas condiciones. 

Para probar la especificidad de nuestro s egundo 

anticuer po, us~mos c omo p r imer anticuerpo I9GH o l9AsH. 

Observamos que la I9GCo:I9GH conjugada cor1 HRP reconoció a la 

I9AsH sdlo hasta la diluci¿n 1 : 50 pero a la I9GH hasta la 

dilucidn 1:300. Por lo tanto, nuestro se9undo anticuerpo es 

seis veces m~s poten te par·a la deteccidr1 de I9GH que I9AsH . 

La r eacci&n positiva del conju9ado con la I9AsH 

pr·obablemente se debió a que tanto I9GH como I9AsH cor.tienen 

las mismas clases de cadenas li9eras (kappa y lambda> y 

comparten determinantes anti9,nicos en las cadenas pesadas 

.,. y o:. 

Consideramos qu e este resultado es muy importante , ya 

que con nuestro m'todo interesa detectar anticuerpos 

antiamibiarios pr·efer entement e de la clase I9G, y la I 9A r10 

parece contribuÍr significativamente en esta reacci6n . 

F. tlot-ELISA cor. h histolytíca 

Una vez que definimos las condiciones de reacci6n del 

dot-EL-ISA con IgGH, pudimos probar el sistema corr 

trofozo{tos de h histolxtica como ant!9eno . Par·a ello 

usamos cuatro sueros de personas sanas y otros cuatro de 
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personas con absceso hep,tico amibiano, los cuales hablan 

sido previamente titulados por el m'todo de ELISA cl,sico. 

Las condiciones del ensayo en cada pozo del Minifold 

fueron las siguientes : 

a l Antlseno amibiano: 3 X 10~ amibas !JO pl por pozo> 

bl Primer anticuerpo: suero humano a prueba, en diluciones 

seriadas al doble desde 1:50 hasta 1 :102400 (JOO µl por cada 

pozo, excepto la primera columna A-H del Ninifold a la que 

se aRaden 100 µl de BSA al 1% por pozo > 

el Segundo anticuerpo: I9GC~I9GH-Peroxidasa, dilu{da 1 : 300 

(100 µl por pozo> 

di Substrato: mezcla de reacci~n diluÍda 1:8 con 62.5 µg/ml 

de 4-Cl-1-N y H~Oz al 0.0015% (100 µl por pozo> 

e-1 Tiempo de reacción : 1 hora. 

Encontramos que los sueros de personas sanas (controle-s 

negativos, colocados e-n las líneas A, B, e y D> 

desarrollaron color en los primeros pozos hasta las 

diluc iones 1:200, 1:200, 1:100 y 1:200, respectivamer1te, por 

lo que los inversos de tales diluciones !100-2001 fueron 

consideradas como los t{tulos al punto final de- los sueros 

normales. 

Con los cuatro sueros r estantes !cont roles positivos , 

colocados en las columnas E, F, G y H> obtuvimos un 

precipitado azul en las diluciones 1 : 600, 1:800, 1:600 y 

1:12800, respectivamente. 

Los títulos obtenidos para los sueros positivos y 
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negativos con nuestro mitodo correspondieron aproximadamente 

a los que habían sido obtenidos previamente con el mJtodo de 

ELISA clá'sico en el que se usaror1 di lucior1es ser· iadas de 5 

er. 5 nabl a 6). 

El ELISA cl~sico se ha aplicado con ~xito desde hace 

una decada para el serodia9r1Óstico de ir1feccior1es 

parasitarias tales como enfermedad de Cha9as, equinococosis, 

paludismo, esquistosomiasis, tripar.osorniasis y leishmar.iasis 

cut,nea y visceral IPappas y col., 1983). 

El m¿todo dot-ELISA usa membranas de nitrocelulosa en 

vez de placas de microtitulacio'n como soporte del ar1tÍ9eno y 

ha sido empleado para el diagndstico serol69ico de la 

leishmaniasis visceral (Pappas y col., 1983> y m's 

recier1temer1te de la amibiasis ISanjai y col., 1985>. 

El m~todo dot-ELISA ofrece varias ventajas. Puede ser 

usado para detectar anticuerpos dirigidos haci a cual quier 

antlgeno que haya sido adsorbido a las membranas de 

nitrocelulosa e inducidos en animales o en humanos . Se 

necesitan mÍnimas cantidades, tanto del ant(geno del 

para'sito fijado a la rdtrocelulosa lque puede ser pr&-servado 

I 
por lar·90 tiempo>, corno los reactivos que utiliza. Tarnbier1 

se r·equierer• car1tidades muy pequeñas de suero para su 

titulaci~n . La prueba toma poco tiempo (alrededor de 2 h> y 

se realiza a temperatura ambiente. 

A diferencia del ELISA cl,sico, el dot-ELISA no 

reouie-re fotÓme-tr·o o color·Ímetro especial par·a la lectura de 
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las placas de rnic·r·Q.ti.tu·laciÓn. Ta111poi.:.o ·r ec¡uier·e cor.tador· de 

centelleo, fuentE::·-~~-"J~~:er· , isdt~~~~<:·;.':~ioactivos, etc., 

com'o el r·adioir1mur1oer1Sa)'O, po r lo que r·esulta mu)' ecor.6111ico 

y puede ser utilizado er1 rÍreas remotas o alejadas de 

laboratorios de diagn6stico cllnico donde la electricidad, 

transporte )' personal auxiliar sean muy limitados o no 

e xistan IPappas y col., 1983, 1984 y 1985>. Los resultados 

o6tenidos con el dot - ELISA son leÍdos visualme nte )' el 

precipitado que se deposita sobre la membra~a es estable por 

meses . 

El ELISA cl,sico, el dot ELISA y la prueba de fijaci¿n 

del complemento han sido comparados en estudios serol69icos 

de leishmaniasis; la sensibilidad )'especificidad del ELISA 

cl~sico y del dot-ELISA f u e ron equivalentes )' superiores a 

la fijaciÓr. del complemento IPappas )'col., 1984>. 
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VII. CONCLUSIONES 

A. Purificaci~n del primer anticuerpo !I9GHI 

1. La I9GH no fue suficientemente purificada mediante 

cromatograffa en L-Fen-S . 

~. La IgGH s{ fue purificada suficientemente mediante 

c romatograf{a en L-Fen-S seguida de cromatografía en DEAE-c. 

3. El rendimiento de la IgGH con el segundo mJtodo de 

purif i cación fue bajo; sir, embargo, su relativa alta 

conc entrac16n s'rica, permiti6 obtener cantidades 

suficientes para usarla como primer anticuerpo. 

B. Producci~n del segundo anticuerpo 

1 . Los anticuerpos de conejo especificas anti IgGH se 

indujeron adecuadamente con preparaciones de I9GH obtenidas 

por· nosotros. 

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

s~lo paso mediante cromatografía de afinidad. 
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3. El acoplamiento de I9GC~I9GH a la peroxidasa de rabano se 

realiz~ adecuadamente con glutaraldeh{do. 

C. Deter·rninacio'n de las condiciories de reacciÓr1 de la HRP 

l. El an~lisis de la cin~tica de reacci~n de la HRP permiti~ 

optimizar la composicldn y tiempo de incubaci6n de la mezcla 

I 
de r-eacc i or,. 

D. Dot-ELISA con I9GH 

I 
1. La adsorc ion del pr· imer anticuerpo a las membrar1as de 

nitrocelulosa permili¿ determinar la actividad inmunoqulmica 

y enzim¿tica del se9undo anticuerpo conju9ado a la HRP, asl 

1 / 
como la dilucion apropiada y el tiempo de reaccion del 

I 
conjugado en el metodo de ensayo. 

E. Dot-ELISA con antÍ9eno de Entamoeba histolytica 

I 
1. Nuestro sistema dot-ELISA permitio titular de maner-a 

r¿pida y confiable a los anticuerpos anti Entamoeba 

histolytica del suero. 

2 . Cada ensayo emplea 3 X 104 amibas estables 

indefir1idar111nite qu& se encuentr·ar1 fijadas con 9lutaraldeh{do 

y adsor·bidas a ur1 área cir·cular· de 4 mm de dia'rnetro er1 ur1a 
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memb r ana de nitrocelulosa. 

3. El segundo anticuerpo debe diluirse 1:300 y la mezcla de 

reacc i dr. i r1cltbarse er1 pr·esenc i a de- BSA a 1 1 % para eliminar· 

las reacciones positivas falsas y el fondo inespecÍf ico. 

4. El ensay o e-s r~pido Ctoma alrededor de 2 horas> y se 

lle-va a cabo a ternper·atura ambiente. 

5. La titulaciÓr1 al pur1to final de los suer·os pr·obados se 

lee directamente, sin necesidad de equipo adicional. 

6. La sensibilidad y espec ificidad de nuestro Dot-ELISA son 

similares a los del ELISA clásico. 
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