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RESUMEN 

en oase los hallazgos de obtención de clonas virulentas 

no virulentas 

hlstolytlca, 

entre estas 

ínmunoQuimico 

glicana). 

derivadas de una 

se decidió explorar 

clonas la cepa 

de los polisacáridos 

cepa 

las 

patógena 

diferencias 

de E:ntamoebo 

1nrnunoquímicas 

original truves tlel estudio 

de superficie (lipopeptlctofosfo-

Los resut tados son los siguientes: la concentracibn total 

de azúcares paro la cepa original HMl-IMSS fue del 65X, mientras 

Que para la clona f\ fué del 75X la clona L-6 del 95X. La 

concen tracl6n 

estudio. El 

de proteínas 

corrimiento 

(SOS PAGE) de los 

de 

3 

electroforétlco los 

fué •del IY. para lo5 3 polisacáridos en 

electroforétlco en geles de ponacrilamlda 

polisacáridos fué semejante al corrimiento 

llpopo 11 sactir Idos de bacterias Gram 

negat111a6¡ &Jn embargo, entre las clonas virulentas no virulentas 

t1Ubo algunas diferencias en cuanto a la distribución de las bandas. 

Se comparó el nivel de anticuerpos sérícos anti .. LPFG de 66 

pacientes con absceso hepático amiOiano en relación con 50 personas 

sanas por el método de ensayo lnmunoenzirn:Jticv en fase sóllda 

(EL ISA) ante cada uno de Jos antígenos pollsacarfdlcos extra Idos de 

la cepa clonas de E:. nis/o/ yr;co. El suero de pacientes 

muestra una media en densidaá óptica para la ceria HMl-IMSS de 0.46 

(±0.16). 

(±0.ZI) 

Con el pollsaclírldo de la clona virulenta fu~ de 0.49 

para la clona no virulenta fué de 0.24 (:!0.05). Mientras 

que el suero de personas sanas presentó 

para la cepa HMl·IMSS para la clona f\ 

clona L-6 de 0.17 (:!0.0Z). 

7 

una media áe O.e9 (t0.04) 

de O.e5 (:!0.04) para la 



INTRODUCCION 

Antecedentes hlst6rlcos: 

Las amibas fueron vistas por orlmera vez oor Rosel van 

Rosenhorf en 17 5ó. Ehremberg creó en 1639 el genero Amoeba en 

1649 Oros descubrió la primera amiba parásita del hombre. 

En 1875 Lesh publico los resultados de la experimentaclon 

que hizo en un caso de disenteria. El titulo de su trabajo fué 

"Desarrollo masivo de amibas en el intestino grueso". E:ste estudio 

abarco 

tamaño, 

la descrlpiclón de las 

núcleos, movilidad: 

amibas, 

vacuolas 

Incluyendo su 

elementos 

estructura, 

toolásmicos. Ademas llevó cabo experimentos en perros 

intraci

adlmis-

trando las heces del paciente, aunque no JI ego a sospechar la 

relación causa-efecto entre la amiba 

En 1686, Kartulls publicó sus 

pacientes con disenteria, afirmando el 

la colitis aguda. 

observaciones obtenidas 

papel etiológico de 

en 

las 

amibas en la disenteria en 1890 hace notar Que estos parásitos se 

encuentran en diversos climas. 

En 1691 Councllman l.afleur efectuaron un trabajo sobre 

am!biasis intestinal hept.tlca denominando las amibas causales 

de la enfermedad como Cntamoet>a aysenterioe. 

forma 

Qulncke 

infectante. 

Schaudinn 

Roos en 1693 demostraron Que los quistes son la 

en 1908 fijó los caracteres cHferenciales 

estructurales de las amibas parásitas del intestino liumano: a la 

patógena la 

esta especie 

llamó 

para 

fntamoet>a 

desintegrar 

hlstol ytica 

los tejidos 

por 'ª capacidad 

fntamoeba coli a 

de 

la 



es¡•ecie tleBDrovisto tle µocler po\ógeno. 

1912 Roges publicó un en relacion con el En 

tratamiento de la urniblasls 

ostucJios 

usando 

artículo 

sales solubles de emL>tlntJ. 

Siguicr·un 

amibiBSiS 

r1urner-c1sos 

encontrándose 

amcbicitlas. 

c1ue 

centrados en el tratamiento tle la 

la yocloxiQuinol e ina tiene pr-op1ec1acles 

En el transcurso de los años fueron descritos otras 

especies ele arnitJos Que suelen vivir en el Intestino t1urnano cc•mo 

Jodatnoet1a butsc/1/ii, por Von Prowa2ek en 1912; Cndnlimr1x 

nana por Wcynon o·connor en 1917¡ Oientamoeha fragíli!i por 

Jepps 

1912.(27) 

Oobell en 1918¡ r.ntamoeba hnrtmañ'ni por Van Prowuzek en 

Morfologio. Biología ciclo vital 

Cntamoeba hlstolyl/ca: 

Pertenece al Phylum Proto10a 

Subphylum: Sa rcocHna 

Clase: Rhlzopoda 

Orden: Amoebida 

Género: Entamoebo(24) 

Son protozoarios anaerobios; la forma rnbvil del parásito es 

el trofo2oito 1 una fa5e 

movimientos carocter i stlcos 

Miden de 15 

altamente dinamica 

que resultan de 

de 25 micras 

ctiversos or·ganelos: 

pseudópooos, 

citoplasma 

ribosomas 

encontramos 

1 ibres rlbonucl eopr ate í nas, 

cuerpos helicoidales tubulares(30)• numerosas 

llsosomas. La amiba carece de mltocondrias 

9 

pleotnbrfica con 

de 

su 

la rormoclon 

diarnetro.(13) En 

cuerpos 

gránulos 

vacuolas 

clcnsos, 

osmiofilos 1 

digestivas 

aparato de Go\gi. 



Posee un 

periférica. 

sacáridos 

núcleo 

Tiene 

ovalado con 

una membrana 

un nucleol o 

externa que 

central 

contiene 

crornutlna 

mucopoll-

grupos aniónicos. se reorocJUcen por fisión binaria. 

Los quistes son 'ª forma infectan te. su diametro varía 

entre 5 20 micras son cuerpos esfericos ovoides. su mcmbr·ano 

plasm:ítlca frecuentemente presenta profundas invaginaciones en su 

citoplasma 

glucógeno. 

se observan: poi i rri bosomas, vacuo las dcpósi tos de 

En el núcleo existe un cariosoma, cuerpos cromatoidales 

cromatina periférica adherida la envoltura nuclear(26}· 

La pared del quiste est:J formada por proteinas¡ es posible 

que fa membrana más interna Ja compongan carbohidratos. 

El ciclo vital de [, histo/ylica 

preQuiste, 

consiste 

quiste 

en cuatro 

estad íos consecutivos: trofozolto, trofozolto 

metaQuístlco. 

El ciclo de vida de C. histolrtice no requiere de la 

Invasión tisular. En la mayoría de los casos, esta amiba vive como 

comensal dentro del 

Sin embargo, el 

provocar 

sistema 

disenteria 

sanguíneo 

par::islto 

amibiana; 

dando 

condición denominacla amibiasis Jumlnal. 

puede Invadir la mucosa intestina! 

algunos trofozoitos pueden 

las formas ex t rain test ina 1 es 

llegar 

de 

al 

1" 

amlbiasis¡ la m:ís común es el absceso hepático amlbiano donde los 

trofozoltos Invaden el hígado vía vena porta•(Z2J• 

Patologia 

La patología de la amlblasis se caracteriza por daño masivo 

del tejido 

dependiente. 

eventos: 

del hospedero como resuJ ta do de cit6llsls contacto 

La patogénesis ae Ja amiblasis incluye Jos siguientes 

10 



t.- Colonización del Intestino por una amibiuna 

v l r u i en ta. 

2.- Contacto íntimo con adherencia a· la mucosa intestina!. 

3.- Destrucción de las barreras intestinales por enzimas, 

productos tóxicos factores citopaticos liberados por la amiba. 

··- Lisis de las cillulas intestinales de las ciliulas 

inflamatorias del hospedero, lo cual lleva le pérdida de le 

del continuidad, 

colon 

Interrupción de la mucosa intestinal, 

una posterior Invasión de los tejidos y/o 

úlceras 

una Invasión 

de otros órganos principalmente el higadoc 9 i. 

Epidemiología 

La amiblasls se derlne como la condición de hospedar C. 

hlstolytlca con sin manifestaciones el i nicas. c. histolylir.a 

es la única especie del género Cntamoeba que es patógena "al 

hombre. 

~rea 

ciudacies 

Su dlstrlbuclon es cosmopolita. Su Incidencia vari·a de un 

otra, sienclo mavor en zonas tropicales subtrooicales en 

con condiciones sanitarias deficientes, donde prevalecen 

la pobreza, la sobrepoblaclón la Ignorancia (H )· 

En México, la amlbiasls es endémica, es frecuente, se 

encuentra extendida por todo el pais IJe manera independiente del 

ClimEJ predomina en los medios mal saneados, con higiene precariu 

de bajo nivel socioeconómico. La localización mfjs frecuente es la 

Intestinal 

sexos 

adultos 

se observa con mayor frecuencia en nil\os de ambos 

diferencia del absceso hepático .. arnibiano que predomina en 

del sexo masculinoc 15 i. 

En México la frecuencia con Que se htm encontrado Quistes 

11 



de c. tlistolrficn en heces voria enormemente entre el 5 55X 

(15,6) el 90X de los atiscesos nepaticos son ele etiología 

amlblana (15)• 

/\ntlgenos omibionos de superficie 

Para estudiar la participación del sis temo inmune en la 

amibiasls, es necesario definir los antígenos amibianos Que son 

reconocl dos durante la infección. Los estudios lnmunologicus hechos 

con antígenos amibianos derivados de cultivos no oxénicos eran 

difíciles de interpretar debido IOS contaminantes lle bacterias 

parásitos (23)· 

en 

trofozoitos 

1968 Diamond (11) desarrolló el cultivo nxénico <le 

lo Que permit\O un rápido 

OloQu·imicos, fisiológicos e inmunológicos 

avance en 

de f os amibas 

los estudios 

permitió 

obtener los antígenos amibianos puros, ya sea de células completos, 

homogeneizados. productos de secreción de fracciones particuladas 

solubles. Ese mismo Thompson col. (42} estandarlian 

antígenos amibianos 1 provenientes de este tipo de cultivo. f.I 

material antigénico así obtenido es heterogéneo está Formado por 

varios compuestos de diversa naturaleza Química: 

ant 1 gen os 

proteínas, 

carbot1.idratos1 

namore de 

Los 

I ipidOS 1 etc. 

histolicina. 

antígenos de 

Esta rne1cla de recibió el 

e nt amoeba 11istolytica locali'Z a dos en 

la superficie celular deben ser los primeros en ser reconocidos por 

el sistema inmune durante la infección¡2c)· La importancia 

existencia de estos antigenos d~ superficie se ha demostrado por la 

1nmovili1acibn de los trofo1oltos por suero inmune (5)• por la 

unión del suero inmune fluoresceinado al trofozoito Intacto (7)• 

12 



por Ja lisis de Jos troro1oitos por· la VÍíl clásica alterna del 

complemento (16)· 

Parkhouse col s. en 1970 (34) demostraron que los 

principales anti genos de rnemorana de Cntnmoel>n 11istolrtiro que 

son reconocidos por sueros de pacientes, son Ue naturaleza 

gJicopr·otíiica. 

Martíncz Palomo cols.(28)o demostraron que la membrana 

plasmatica de cntomoet>n histo/ytico contiene resic1uos de manos a 

glucosa 1 ya que los troroLoitos se aglutinaban en presencia de 

Concanavalina A. También se ha reportado que la adherenclét de los 

lrofozoitos las células epiteliales est~ mediado por una Jectina 

asocifnla la membrana de Ja amiba esta puede ser inhibida por 

N- a e e ti 1 YI uc osa mina N - ucetil ga 1 ac t ostHni na (14)· 

Por otro lado, Ortlz Ortiz col s. (33 ¡ encontraron Que 1 os 

trofozaltos activaban la vía alterna del complemento 1 lo que ha·ce 

suponer la existencia de carbohldratos sobre la superficie de los 

trofozoitos 

En 1960, Aley coJs,(3) desarrollaron una metodología para 

la separación de ras membranas plasm:iticas de los trofozoitos de 

Cntamoebs histo/ytlca, basada en la unión específica de la 

ConcanavaJina A los componentes glicoprotéicos de la membrana del 

trofozoito, aislando 6 glicoproteínas de la cepa UM1-IMSS 

9ena HK9:NIH. 

Korn cols.(20) aislaron caracterizaron una 

polisacar·fdica que J 1 amaron 1 i p o fo sf o no g 1 i can a. Esta 

de la 

molécula 

molécula 

constituye el 31 de la membrana plasmática de Acanr hamoeba 

casi e/Jan/, 

En 1962, ISibOSi cols. 111¡ lograron aislar una molécula 

13 



de naturaleza pollsacarídica extraída partir de trofozoltos de 

Cntamoeba histo/yt/ca cultivados 

.. azucares en un 85X 

axénlcamente 

son: ~JIUCOSH, 

compuesta 

galactosa, 

de: 

man oso, 

xilosa, fucosa azúcares aminados como ~Jlucosornino galactosa-

mina. 

asoartico 

cisteína 

(~PfG), 

-porción pept 1 die a en un 8:'. formada de residuos de ti el do 

glutfjmico. pequeños 

e histidina, trazas 

residuos 

arglninu. 

de rnetionina, tirosina, 

-fracción lipícJlca que abarca el 2.5:t. de la molécula. 

-fosfatos en un rn. 

este 

Por 

compuesto recibió 

inmunof 1 uorescencla 

el nombre 

indirecta 

de 1 ip opep ti do ros r ogl i cana 

microscopía electrónica 

se ha demostrado Que esta molécula se localiza en Ja superficie rlc 

los trofozoltos(18)· Otros estudios han demostrado la presencii.I de 

anticuerpos espec í flcos ant 1-1 lpopep ti dof os r ogl leona en sueros ele 

pacientes con absceso hepático amlblano de Isa tipo 

IQA(S) así como en el suero cie conejos inmunizados con troro-

z o l tos (31) · 

Se ha demostrado la presencia de anticuerpos antl-LPiG en 

la bilis de ratas inrnunizadas intracecalmen te con trofozoitos de 

clase lgA secretoria(1)· Tarnbit!n se ha encontrado la presenr.lu r1e 

anticuerpos específicos de clase lgAs dirlgidu!i contra la LPfG en 

muestras de calostro de mujeres mexicanas(2)· 

Esta molécula perdió su actividad antigénica al tr"tarla 

con metaperyodato de sodio, lo Que sugiere la importancia de los 

azúcares como determinantes antlgtrnlcos (9)• 

14 



Inmunología 

Los rnecnnlsmos inmunes humanos en contra de f. 11/stnly-

ti ca aún no han sido tutalrnentc esclarecidos. 

En la mayoria de los Individuos lnfectadob r.. fli.!it (1/ y-

tic a habi la como comensal las condiciones QUe llevan al 

10 enrer·mecJad invasiva son mu1uractor-iole~ están 

con el balance entre los rnecan1smos r1atógenos del relacionados 

porAsito 

Inmunes 

\os mecanismos de defensa del hospedero ya sean éstos 

no. La respuesta inmune r.. h/sto/ylica ocurre sblu 

como resultado de la invasión tisular el porasito es capaz ele 

disparar la inmunidad humoral celular en el humano. 

Inmunidad humoral: Se• desarrolla con \a enfermedad invasiva 

pues se ha encontrado Que los pacientes con tJmilliasls intestino! 

con absceso hepático amiblano de sarrol I aban anticuerpos IHG 

especi flcos subclase lgG lgM (9¡;tamblen se dernostrlJ 
0 

la 

presencia de coproanticuerpos de clase lgA en pacientes con 

amiblasls Intestinales¡· 

La presencia de anticuerpos sericos antl-amllla en pacientes 

sólo es indicador de Que el paciente tuvo tiene amit>iasis aunQue 

los títulos mas uJtos se presentan en las etapas iniciales de Ja 

enfermedad lnveslva 121). No hay evidencias de Que el título de 

anticuerpos correlacione con el estado clínico del paciente. 

La producción de anticuerpos secretores no reQuiere ue unf.I 

del 

es 

tejido 

de corta 

pero esta 

durac\on. 

respuesta secretoria [, penetración 

hlsto/ylica 

Se ha demostrado por estudios in Que los trorozoitos 

arnibianos son capaces de ingerir "desprender" los 

anticuerpos anti-amiba que se unen su 5uper·rlcle. Esto sugiere un 

15 



mecanismo de evasión Oel parásito la respuesta inmune humoral C1el 

hospedero, de manera que la respuesta de anticuerpos no r1arece ser 

efectiva en controlar o proteger de la enfermedad(7 ,4)· 

En resúmen, Ja respuesta inmune humoral sistémica tJlrlgida 

en contra de c. t1ist0Jytica no parece ser la responsable ele 

controlar 

proveer 

el desarrollo 

resistencia hacia 

de 

la 

una infeccion ya 

amibiasis invasiva 

establecida 

ni de 

de 

prevenir 

reinfecclones subsecuentes(9)' 

Clusiflcaclón entre amll"'" patógenas no put6genas 

(O 1966, Robinson(J7) descriOi6 un rné todo ele cul tlvo 

monoxénico para amibas, con Jo cual rué posible obtener grandes 

de troro2oitos. r.sto permitió que Sargeaunt Wil-cantidades 

liams(40,41} en 1978, empleando et comportamiento e 1 ectrof oré tic o 

de lsoen2lmas De la amiba (utilizando geles de aJmldon en capa 

fina) pudieran clasificar a las cepas amibianos. 

Un zimodemo es una población de amibas que se diferencia de 

otra, por la movilidad 

específlcas(38)· 

Los marcfjdores 

corrimiento electroforatico 

isoenzlma fosfoglucomutasa 

rápido en hexoquinasa. 

electroforetica de una dos 

de patogenlcidacJ en zlrnodernos 

en beta ou.!::iencia en olf a 

así como dobles bandos º" 

isoenzimas 

son 

ele 

el 

la 

currimicnto 

De esta mi::lnera pudieron clasificar las cepas amlblanas en 

patogenas no patógenas, ya Que el patrón ae corr·imiento cle las 

cepas aisladas de pacientes con amibiasis es diferente al patrón cie 

corrimiento de las cepas aisladas de pacientes aslntom,Hlcos. 

!6 



Los 2imoaemos patógenos conocidos actualmente . son: 

11, VI, VII, XI, XII, XIII, XIV, XIX, XX. 

Las demas zlmodemos se originan de portadores asintomáticos 

son: 1, 111, V, IV, VIII, IX, X, XV, XVI, XVII, XVlll(41)· 

Patogenicldod virulencia 

Las diferentes cepas de 

poder DDtógeno en su grado de 

C. l>isto/ytlca 

virulencia. Esta 

varían 

puede 

en su 

aumentarse 

por pasajes sucesivus través del tligado de animales de experirnen-

tación; disminuirse medlda Que aumenta el tiempo de cultivo en 

medio axénito. También la composición del medio, cocultivaclón con 

otros rnicroorgani smos, s·ubcultivación son factor·es ·Que her.en 

fluctuar Ja virulencia (29,46 ¡. 

ti ca 

cepas 

entre 

se ha demos tracio Que las cepas virulentas de c. histol y-

tienen similitudes 

no virulentas. Sin 

la CClffiPOSiCión 

antlgénlcas Que 

embargt> 1 no &e 

ontigénicu la 

no comparten con las 

etotablecido unu tL!luclün 

virulencia (22 )" 

Existen algunos para metros para medir la virulencici la 

r1atogenicidad 

estos son: 

"in vil ro" de lüS cepas amibianas¡ algunos ae 

grado ue eri tror ogoci tosis 

rayocitosis de ciertas bacterias 

susceptlbllidad de aglutinar con Concanavalina A 

efecto citopiitico en linea celular MDCK (fiOroo1astos que 

forman monocapas confluentes) 

contenido enzimático proteol i tic o 

producción de colagenasa 

capacidad de resistir la destrucción por polimorfonu-
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cleares 

adherencia la célula blanco 

La fagoclto5i5, el grodo de eri tror agoci tosis el e fer.to 

citop3tico est:in correlacionadas directamente con la virulencio ue 

las cepas. 

Hay resultados Que sugieren oue la población celular de 

Jas cepas arniOianas es heterogénea esto es, est~ compuesta de 

células con diferentes capacidades fagocí tices. El aumento de la 

vlrulencla 

favorable 

HMl-IMSS 

podrla 

los 

ser el 

trofozoitos 

resultado de una presion 

más virulentos(32)· 

Obtención de clonas deficientes en fagor.l\osls 

selectiva 

En 1982 Orozco cols.(32) aislaron a partir ue la cepa 

de E. hlsto/ ytica cul Uvada axénlcamente dos clanus 

selecclonacHrn de acuerdo sus capacidiJCles fagocíticas. Co/ocar·on 

bacterias Cscherlchia coli CR-34 T1m- en medio 96/2 .suplemen-

tado con Timidina Brornodeoxiuridina (BrdUr); fueron coaechadas en 

la fase logarítmica de su crecimiento se irradiaron con una 

lámpara fluorescente. Posteriormente estas t1acterias se sembraron 

en medio semis6Jido al realizar Ja cuenta viable se encuentra Que 

las bacterias crecidas en el medio 56/2 suplementado con BrdUr, la 

irradiación ejerce un efecto letal en ellas fueron lnactivudas. 

Se colocaron trofozoitos (cultivados axenicarnente en medio 

TYl-S-33 de acuerdo la tecnicu Descrita por· Oiamond(l1) 

cosechadas en la rase /ogaritmicH de su crecimiento) con bacterias 

BrdUr se incubaron 3 horas 37oc para permitir la Ingestión de 

las bacterias por las amibas. Se lavó para Quitar las bacterias no 

ingeí'idas se sembró en medio TYl·S-33 p·or 24 Mr·as para permitir 
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Ja replicación de los amibas la incorporación 

ONf\ arnibiano. Luego tos trorozoitos se lavaron 

en medio mínimo para ser Irradiados con 

Oespues se sembraron en medio TYl-S-33 

viable. Los trofo20itos sobrevivientes fueron 

de la . BrdUr en el 

se resuspendier·on 

lampara fluorescente. 

se reall16 la cuenta 

aquellos deficientes 

en fagocitar las tiacter·ies BrclUr; éstos se crecieron el protocolo 

se repitió tres veces rnás. La 

población L. 

Se tomaron trofozoltos de 

población L; se clonaron para 

homogéneos: la clona obtenida 

población 

la cepa 

obtener 

población 

obtenida se denominó 

llMl-IMSS de Ja 

poblaciones celulares 

se le llamó L-6 

la obtenida partir de• 

de la 

HMl-IMSS sin ningún tratamiento se le 

llamo C-A. (íigura 1) 

A estas clonas DSí como la c:epa origina! se le realizaron 

los siguientes ensayos: 

-Ef'ioienr.da da f'arma~1on •n 

Los trofo1oltos se sembraron en botellas de 

preparado en medio TYl-S-33. se incubaron 

colonias se contó los 7 di as. 

-Eficiencia de clonación en medio liQUido: 

su ar 

agar 

iaunlt.ülidut 

semlsblido 

el nurnero de 

Los trofozottos 

se resuspendieron la concentración de ce\/µI en medio TYl-S-33 

suplementado con antitiiótir:os, se incubaron entre 10 

dius se r·ev1s6 el cr·ecirniento. 

-Virulencia: Se inyectaron 20 000 m~s trofozoltos 

intrahepaticamente en hnmstcrs recién nacitios. Después de 8-16 días 

los hárnsters se anestesiaron, se practicó Japaratornía se extrajo 

el trigado para valorar los abscesos de acuerdo su nümero 

tamai'io. 
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OBHNCION !).!; CLONAS DEFICIENTES UJ rAGOCITOSIS 

OACTERIAS c. co/i CEPA CR-34 TIM 

TIMIOIN~ODEOXIURIDINA 
~R~PONENCIAL 

(BrdUr) 

l 
IRRADIAR CON LAMPARA rLUORESCENTC 

l 
SEMBRAR REALIZAR CUENTA VIABLE 

TROrDZOITOS BACTERIAS BrdUr 

1 3 hrs A 3"1'C 

LAV/\R y SEMBRAR EN TYl-S-33 POR 24 hrs 

! 
RESUSPENDER E IRRADIAR 

SEMBRAR CN TYl-S-33-1----CONfAR CELULAS VIABLES 

TROrOZOITOS SOBREVIVIENTES DErlCICNTES EN rAGOCITDSIS 

¡ 
POBLACION 

HM1-IMSS /L 

/ 

........ CRECER SUBCUL TIV/IR UNA CLONA 

CLONA /\ ~~~~~~~~-r~~~~~~~~-~-CLON/\ L-6 

CRIT R or AGOCIT os 1 s, EFECTO CITOPATICO, VIRULENCIA 



-Eri trof agocit osis: Eritrocitos humanos 1avudos fiC 

en contacto con trorozoitos en relación 100:1, se incubaron 

pusieron 

3·1oc; 

la reacción de fagocitosis se detuvo agregando agua bldestiluda 

para romper los eritrocitos libres adheridos la superficie del 

eritrocito. LOS preparaciones celulares se fijaron se contra-

staron contando en el microscopio los eritrocitos ingeridos en 100 

amibas. 

Efecto citopátlco sobre Cblulas en cultlvo: El efecto 

citopático de hi5tol y ti ca sobre células epiteliales de la 

línea MDCK se midió por la velocidad de los troro1oitos de destruir 

las monocapas celulares. 

En Jos resultados obtenidos, se observa que la clona A 

tiene un elevado grado de eri t r·of agoci tosis, tiene erecto 

citopático sobre células en cultivo rormó AHA en el hígado de 

hámsters, por 

L-6, fagocito 

lo uue 

poco 

se 

los 

considera virulenta. En cambio la clona 

eritrocitos humanos, no tuvo erecto 

citopático sobre células en cul livo no formo /\HA en el hígado de 

hamsters. La clona L .. 6 es no virulenta. 

Es Importante señalar Que las clonas L-6 A no cambiaron 

su 21moderno, conservando el zlmodemo patógeno 11 de la cepa 

original HM\-1 MSS. 

El presente trabajo pretende encantar las diferencias en el 

reconocimiento por anticuerpos sé ricos de pacientes con AHA hacia 

las l.PF'G obtenidas de clonas virulentas no virulentas con el fin 

de observar si el sistema inmune es capaz de diferenciarlas. 
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OBJETIVOS 

Aislar la LPrG de la cepa HMl-IMSS de C. t1istof y ti ca 

cultivada axénlcamente de /as dos clonas derivadas de ella: C-A 

L-6 aplicando lo toen/ca de Westplla/-Jann. 

Caracterizar QUimlearnentc la LPF'G cte la ceria e: lonas 

antes rnencionadas. 

Determinar el patron de reconocimiento por los antlcuer-

pos séricos de pnc1entes con absceso tiepatico omibinno la LPrG 

obteniaa de la cepa clonas mencionadas. 
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MATERIALES HE TODOS 

el ínlco. 

t.- Sueros. 

se utilizaron 

radiológico 

66 sueros 

comprobado 

de 

de 

proveniente5 del centro Médico Nacional 

sanas sin antecedentes de amibiasis. 

pacientes con diagnóstico 

absceso heplltlco amibiano 

50 sueros de pernonas 

z.- Cepas utilizados de Cnlamoeba hislo/yl/ca. 

Se utilizó la cepa HMl-IMSS [, histol ylica dos 

clonas derivadas de ella: L-6 C·A donadas por Esther Orozco 

(CINVESTAV). 

3.- Cultivo oxénlco de trorozoitos. 

se utilizaron trofozoit.f>S de Cntomocoa histo/ytico de 

la cepa HMl-IMSS de las clonas L-6 C-A cultivadas axénlcamente 

en medio TYl-5-33 de acuerdo la rne todo! og í a descrita por 

Diamond¡10,11)· 

3.1.- Preparación del medio de cul tlvo trlptlcasa 

peptona. 

a) Los constituyentes de este medio de cultivo son: 

Regulador de Fosfatos 364.5 rnl 

Extracto de levadura 182.8 

trlptlcasa (o peptona) 364.5 

glucosa 182.8 

cloruro de sodio 38.4 
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L-clsteína 16.2 

ácido ascórblco 3.6 g 

citrato férrico de amonio 36.0 mi 

b) Agregar disolver cada uno de estos componentes en agua 

destilada, aforando un volúrnen rinal de 15 lt. Esterili-zar 

121oc durante 15 minutos 15 libras de pr·esión. 

minutos. 

15X de 

e) \nactivar suero 

En 

suero 

condiciones 

bovino 

de 

3r. 

oovino por calentamiento 

esterilidad, complementar 

de mezcla vltaminlca. 

55oc por 

el medio 

30 

al 

d) Hacer pruebas de esterilidad sem~rando en tiogllcolato, 

BHI gelosa sangre incubando 37oc por 46 hOr·as. 

e) Envasar en botellas r al con de 500 rnl con tapón de rosca 

vertiendo aproximadamente too mi en cada fra~co. 

3.2 Siembra cosecha de los trofozoltos. 

Se partió de cultivos de amibas estacionarlos en tubo en 

la fase logarítmica de su crecimiento se sumergieron durante 10 

minutos en bario de hielo para ravorecer el desprendimiento de los 

trofozoltos de las paredes del tubo. Se deja reposar un tiempo 

después de lo cual, se elimina el sobrenadante las células que 

por densidad están en el fondo se pasan botellas con medio de 

cultivo para obtener un crecimiento masivo de células, 

el cual 

sumergir 

bl Estas botellas se incuban 3 7 oc por 7 2 horas, tiempo en 

se encuentran en la fase logarítmica de crecimiento. 

estas botellas en un baño de hielo por 10 mln. Los 

trofozoltos se cosechan por centrifugación 3000 rpm por 10 mln 

4oc, Desechar el sobrenadante resuspender el paquete celular en 

solución salina 0.65M; lavar veces con solución salina 0.65M 
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con amortiguador de 

celulares hasta su uso. 

4.- Obtencl6n 

h/Sto/ytica. 

fosfatos pH 7 .2. 

de la LPFG de 

Liofilizar [os paquetes 

los trorozoltos de 

Para la obtención de la LPrG de los trofozoitos de C. 

hlsto/ ytica se usó la técnica de fenol-aguü descrita por 

Westphal-Jann(,5) usando fenal al 90X. Esta técnica se basa en que 

el fenol es un excelente solvente de proteínas: los polisacáridOS1 

llpopollsacárldos, ác. 

en agua 

completa 

Insolubles 

extracción 

rnucoeo 1 i sac aridos nucléicos 

en fenal¡ mezclas de fenal-agua 

de pr-oteínas de soluciones 

separación de las proteínas de Jos polisacaricJos 

usando esta técnica es eficiente. 

Soluciones 

-renol 90X 

Procedimiento (figura 2) 

son solubles 

permiten una 

acuotrns. La 

ác. nuclóicos 

a) La blomasa lloflllzada es resuspendlda en agua hasta 

solubll12arse 1 se calienta 65-68ºC se aria de con 

violenta el mismo volúmen de renol (90X) precalentado 

pues 

células 

esa temperatura el agua 

son desintegradas. 

el renol so~ miscibles 

agitacion 

65-SBºC 

las 

b) Dejar 30 minutos agitando constantemente. Oespues se 

enfría en baño de hiela, 

e) Centrifugar la emulsión 3000 rprn por 15 min. 

formándose 3 fases: una fase fen61ica, una fase acuosa un residuo 

Insoluble. Se recolecta la fase acuosa donde vá el pollsac/wldo 

las otras fases se les repite la extracción das veces más. 
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METODO ID; í.XTRACCION !)! LPíG 

BIOMASA DE TROIZOITOS LIOílLIZAOA 

RESUSPENDrR EN AGUA 

l 
EXTRACCION íENDL-AGUA 

CENTRiíUGAR 

rENoicA RESIDUO 

D/ACC~ 
MAS 

ACUOSA íl\SE íENOLICA 

~ 
OIALISIS CONTRA l AGUA DESTILADA 

UL TRl\CENTRIFUGAR 80 000 XG/3 llR. 

'°""'"M'"'0'''''''' 
LIOílLIZAR 

3000 RPM/45' 

INSDLUBLr., 



d) Dializar exhaustivamente con aguo par·a Quitar el reno!. 

e) Ultracentrifugar 80 000 xg por 3 horas 4oc. La 

pastilla obtenida es la LPfG, que es liofllirnda nuevamente. 

5.- carocterlzacl6n quimlca de Ja LPrr.. 

5.1 Determlnucl6n de azúcares por el mhtodo fenoi-:lc. 

suirúrlco. 

e 1 

cuantificar 

método 

azúcares 

calorimétrico 

totales 

fenol-ác. 

el contenido 

5UifúriCO(J2) permite 

de azúcares en 

glicoprote'ínas, dctJido que la unión del reactivo con los residuos 

del azúcar forma un complejo de color naranja, 

Soluciones 

Azúcar de referencia: Se empleó como estándar de 

referencia 10 mg de glucosa disuelta en 10 mi de agua destilada 

(concentración de mg/rnl). 

-Solución acuosa de fenol al 5'l.. · 

-ácido sulfúrico concentrado 

Procedimiento 

a) En tubos de ensaye limpios se colocan por duplicado 

cantidades crecientes de glucosa ajustándose un volúmen final de 

0.4 mi/tubo con agua destilada. 

# tubo 3 5 7 

(glucosa en µg) 5 10 15 20 50 80 100 

µ¡ ae estándar 5 10 15 20 50 80 100 

rnl de agua .4 .395 .39 .365 .36 .35 .32 .30 

b) Agregar cada tubo 400 mi de fenol al 5'l. colocarJo en 

baM de hielo. 
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c) /\ño1llr cado tubo rnl de ac. sulfúrico concentrado, 

oyreobmlolo golo gola por los paredes del tullo. Mezclar vigorosa-

mente. 

d) Meter en el horno o 1oooc rior 10 min. 

e) Uno vez que los tubos están tcrnperoturo ombicnte 1 

medir In absorbancla 490 nrn en un cspcctr-ofotómt>lro. Construir Jo 

curvo cJc cullt1roción orofica11tlo los valores de aosor·banclu contrn 

µg ele ozúcor. 

f) Las muestras problema se tratan de igual forma Que las 

de rufc:renclo, el vulor de· su absorbencia se Interpola en la 

curvo puru determinar la cantidad de nzúcorcs. 

5.Z. OelcrmlnuclC>n lhl proll!ínas por el método <Ir. Lowry. 

Cs una modificación del me todo de F'olln-Ciucalteau basado 

CI\ lo determint1c1on del triptófono, tirosina clsteina contenida 

en los vrote\nus yu Que en presencia de cobre son cat.iaccs ue 

reducir 

e 01 or 

UI reuctivo 

azul (2 5 )• 

Soluciones 

uc ro11n-Ciocu 1 ten u formando un complejo de 

-Proteína de rererenc1u: Se uso como proteína est~mlar 10 

mg de aloúmlm.1 scrica oovlna d1sue\\a en 10 mi de solución salina 

0.65M (concentrocion de mg/ml). 

... Reactivo B: C:sta formado por 50\uc1ones QUC l.1et>eran 

mezclarse ul momento de usarse. 

1) Tartrato doble de sodio potasio: Disolver 200 rng de 

tartrato doble de sodio potasio en 100 mi de aguo destilada. 

2) Sulfuto de coDre: Disolver 100 rng de sulfato ele cot•re 

oentunidretadto en 100 mi de agua destilada. 
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3) Carbonato de sodio al 2V. en hidróxido de sodio 0.1N 

Reactivo B: Me7clar rnl de tartrato doble de sodio 

potasio con mi de sulfato de cobre añadir 100 mi de cart1onato 

cJl? sodio. 

-Reactivo de rolin-Clocalteau (acido fosfomoJíUdico 

rosfotúngsticoJ. Mezclar mi del reactivo de f"olin con rnl de 

agua destilada (1:3), Preparar al momento de usarse. 

Procedimiento 

a) Para elaborar la curva patrón, se colocan en los tubos 

de ensaye perfectamente lavados por duplicado, cantidades 

crecientes de albúmina, ajustando un volumen final de 0.4 mi por 

tubo con NaCI 0.85 M. 

# tubo 

[proteína 

lll 

mi 

de 

NaCI 

en µI] 

est~ndar 

0.85M 

10 

10 

.39 

20 

20 

.38 

30 

30 

.37 

bJ Añadir cada tubo mi del 

dejar reposar 10 minutos temperatura 

tubo 0.2 

Mezclar 

oscuridtJtJ. 

cJ Agregar CUC.18 

dejar reposar 20 minutos 

Leer en un espectrofotórnetro 

5 6 7 

50 100 150 200 250 

50 100 150 200 250 

.35 ,30 .25 .20 .15 

reactivo B. Me1clar bien 

ambiente 

mi del reactivo de Folin. 

temperaturil ambiente en la 

una densidad óot1ct:1 de 

500 nm ajustando con el tubo (blonco). construir la curva de 

culilJr·tH.:ión graficanclo aosortrnncia contra ~Lg de pr·oteina. 

d) Las muestras problema se tratan de igual forma que las 

de referencia el valor de su absorbancla se interpola en la curva 

de caliOroción para determinar la concentraci6n de proteína . 
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analisis 

método 

5.3 Clcctroforesis en gel de poliacrllamida 

Lo electroforesis en gel de poJiocrilomida permite el 

Ja separación de me2ctas de proteínus eu un excelente 

dada la transparencia del su iJI la resolucl6n 

reproctuctibilídad. La separación en la electroforesis depende cte la 

carga, tamaño forma de las moléculas. posible separar 

diferentes Intervalos de peso molecular al variar la concentración 

del gel. 

(n la electroforesis des na t ur u ll 1 unte, las 

proteinas se someten a la acción del Z-mercaptoetanol que reduce 

los puentes dlsulfuro simultáneamente se tratan con el detergente 

aniónico dodecil-sulfato de sodio (SOS) Que rec:ubre las cadenas 

las carga negativamente. Asi, la separación únícamente oepcncte c1e1 

tarnai'ío es posible determinar el peso molecular ae los muPstros 

comparando su movilidad con la de 1tt. marcadores de tieso molecular 

conocldo( 4 3)· 

Sol l1clones 

-Acrliamlda Bis. Disolver 30 g de Acrilamlda o.e g de 

N,N' N,N me tllenobisacrilamida en agua destilada desionizada, 

aforando 

oscuridad 

100 mi. r111rar con papel Wathman. Almacenarlo en la 

c. 

-Trls-HCI 1,ú M pH•B.B, Di~olvor Hi,Hí 

mi de agua destilada. /\Justar el pH 8.8 con HCI N. Aforar 100 

mi. 

·Tris-HCI 0.5 M 011=6.8. Oiaotver 7.6 g Ue tr·1s nos e en 50 

mi de agua destilada. /\justar el pH 6.8 con llCI H. Aforar 100 

mi. 

-Solución acuosa de sos al 1or.. 
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.. N ,N 1 N 1 ,N 1 -1etrarnetl1 endiamina (TCMCD) . 

-Persulrato lle amonio (APS) al 10X. 

-Amortiguador de muestrH: Mezclar 25 mi de Trls-llCI pH 6.B, 

10 mi de glicerol, 0.1 mi de azul de bromofenol al o.1x. En el caso 

de SDS-PAGE, agregar de sos mi ae 2-mercaptoetanof. 

-Amortiguador· de corrimiento DH 8.3. Disolver de tris 

base 14.4 de glicina 

el 

aforando 1000 mi con agua destilada 

agregor poco desionizoda, ajustando pH 8.3. Para SDG-PAGE, 

poco de SOS • 

.. Gel de separación al 14Y. con urea 4M. Mezclar 14 mi de 

acr·ifHrnlda ~is, 7.5 mi de Tris-HCI pH B.8 8.05 rnl de agua 

desioni2ado. Madir 10 µJ ae l'EMED 0.05 mi de APS ol 1ox. Para 

SDS-PAGE, agregar 0.6 mi de SOS al 10X. Mezclur aplicar inme-

diatamente en las placas. 

-Gel de Introducción: Mezclar 2.5 mi de acrllamlda bis, 

3.73 rnl de Tris-HCI pH 6.4 8.55 mi de agua desionizado. Agregar 

.7.1 j.Lf de TEMED y .05 mi de APS ª' 10X Paro SDS-PAGE, agregar 0.15 

mi de SOS al 10Y.. Mezclar apllcar de Inmediato en las placas . 

.. solución fijadora para t!nción dP. azul de Coomasie: A 400 

mi de metanol agregar 70 mi de ~cido acético 530 rnl de agua 

destilada. 

-Sol ucl6n teñidura por a tlnclbn úe aiul ue Coomasle: 

Disolver 1.25 de a1ul de Coomasie en 454 mi de metanol al 507.. 

Añadir 40 mi de ácido acótico, agitar durante 30 minutos íiltrar. 

-solución deste~idoro: A 50 mi de metanol agregar 25 rnl de 

ácido acético aforando 1000 mi con agua destilada. 

-Solución pre-ílJadora para tinción de plata: A 50 mi de 

metano! af'iadir 10 mi de Cicido acético aforamlo 100 mi con agua 



destilada. 

-Solución fijadora para tlnción de plata: Giutaraldehido al 

IOY.. 

-Solución teñidora para tinción de nitrato de Plato: 11 21 

mi de Na OH 0.1 M agregar 1.4 mi de hidróxido de amonio. Añadir flO\il 

gota mi de nitrato de plata al zor.. 

-Solución reveladora: 11 10 mi de metanol a~adir 5 mg ue 

áCiUO citrico .05 mi de formaldehído, aforando 100 rnl con agua 

destilada. 

Procedimiento 

La electroforesis en gel de poliacrllamlda se realizó bajo 

condiciones reductoras1 empleando un equipo de electroforesis 

vertical LKB-2001 

11. Preparación del gel: 

-verificar que el material esté perfectamente lavado, 

enjuagándolo con agua destilada. Desengrasar las placas de vic.Jr·io 

con metano!. 

-Colocar las placas de vidrio en su base checar QUe los 

bordes estén perfectamente sellados, ajustando con los tornillos. 

l.a tiase se coloca sobre una superficie plana. se or·eriera 

el gel de separaclon se aplica entre las placas de vidrio 

evitando la formación de burbujas hasta una altura de ,5 cm. En el 

espacio restante se agrega agua destilada para favorecer la 

polimerización horizontal del gel. Dejar por dos hrs. 

Desechar el agua decantando. Preparar en gel introductor 

aplicarlo sobre el gel separador entre las placas de vidrio¡ 

colocar el peine aue formará los canales donde se aplicarán las 

muestras. Dejar polimerizer una hr. Quitar el peine. 
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Se coloca la cámara de la parte ouperior sellando 

perfectamente. Agregar en Ja cámara el ornortiguottor cJe corTirniento 

hasta llenar la cámara. 

8. Preparación de las rnuestras: 

00 Colocar las rnuestrus en tutJos de rnc1clar1as 

volúmen volúrnen con el amoruguaclor· de rnueBtro. Colocar los tutius 

en un bario de agua hir·vleneio durante 5 mln. aplicar. 

-Marcadores: Se Incluyen marcadores de pesos 

conocidos. En este caso se emplearon: 

se 

Inferior: 

con la 

fosforllasa .................. 97 Kd 

alllúmina ..................... 66 Kd 

ovoalbúmlna.,,,,,,,,,,,,,,,,,42 Kd 

anhidras a 

lnlbidor de 

car b6nlc a,,,,, .. ,, .31 

tripsina ......... 21 

Kd 

Kd 

llsoslma ..................... 14 Kd 

Los marcadores se tratan de la misma rarma que 

aplican en los carriles correspondientes. 

c. Electroforesis: 

-Colocar el amortiguador de corrimiento en 

colocar dentro las mangueras de refrigerante 

cámara superior tapar. 

-conectar el sistema una fuente de poder 

gel separador cambiar 

moleculares 

las muestras 

la carnera 

las placas 

20 mA por 

25 mi\ por placa cuanao las muestras pasan 

placa. Dejar aproximadamente 5 6 hrs hasta Que la muestra llege 

cm. por arriba del límite Inferior del gel. 

D. Tlnclón de azul de Coomasie para proteínas: 

-En un recipiente colocar el gel agregar la solución 

fijadora cubriéndolo completamente. Dejar too a la noche. 

~l 



-Cllmlnar la solución fijadora añadir al uel la solución 

teilldora durante hr. 

·Eliminar el 

los cambios 

c'olorante 

que sean 

aolicar la st•lución llesteñictora. 

Realiiar necesarios (cada hora) hasta obtener 

la coloración deseada del gel. 

-Colocar el gel en un papel filtro grueso ponerlo en un 

secador de geles para lograr su deshidratacion. 

E. Tincl6n de plata para polisacáridos! 

Todo debe hacerse con guantes sin tocar el gel. 

-En un recipiente colocar el gel agregar la solución 

prefljadora cubriéndolo completamente. OeJar 30 min. lavar con 

etanol 5X-acldo ocetico 7X. 

-Añadir Ja solución fijadora dejar 30 lavar 

minuciosamente con agua destilada, agitando por 2-4 hrs. 

-Colocar la sol. teñidora en un recipiente de.\ipues poner 

el gel que debe quedar totalmente cubler·to con In solucl6n. Dejar 

t5 min .. 

-~avar con agua ueslonizacJa agitando añadir la sol. 

reveladora¡ cuando aparezcan las bandas, detener la reacclbn con 

ácido acético al IX. 

-Lavar el gel colocarlo en un secador de yele5 para 

lograr su deshidratación. 

6.- ensayo lnmunoenzlmfHíco (ELISA). 

Los inmunoensayos son .técnicas para detección c:uantlfica-

ción de anti ge nos anticuerpos. En estos ensayos, la reacción 

antigeno ... antlcuerpo es detectada mediante una en1lma uno de los 

reactantes {antígeno anticuerpo) es inmovílizíldO en la f'ase 



sólida. ELIS/\ combi11a especificidad sensibilidad además· de que es 

capuz de delectar cantidades muy pequeñas de los reactante5 

inrnunóloglcos(44) 

Soluciones 

-Amortiguador de car·oonatos pH 9.5 Disolver ue 

carbonato de sodio Z.B de biceroonato de sodio en agua 

destilo da aforando lt. ajustando el pH 9.5 con HCI N. 

-Amortiguador ele fosfatos (PBS) pH 7.4 Disolver 8.7 de 

cloruro de sodio, 2.1 g de fosfato dibásico de sodio, 0.4 g de 

fosfato monobásico de sodio en agua destilada, aforando lt. 

ajustando el pH a 7.4. 

-Solución de lavado: p"ss ol 0.1 de Tween 20 

-Solución cliluyente: Disolver 0.5g de gel atina en 100 mi de 

PBS con 0.1 mi de Tween 20. 

-Solución de bloqueo: Disolver de gelatina en 100 mi de 

PllS. 

-Amor·tiguador de citratos Pfl 5.6 Disolver 29 g de citrato 

de sodio 4.1 de beldo cítrico en u gua destilada aforando 

lt. ajustando el pH 5,6. 

-sustrato para peroxidasa (prepararse en e momento que se 

VD utilizar): Pesar exactamente mg de o-f eni 1 endiarnlna 

disolver en 12 mi de amortiguador de citratos pH 5.6. Adicionar 10 

µI de peroxldo de hidrógeno al 30 X. 

-Acido sulfúrico 

Procedimento 

a) Se ulillrnron placas de 96 pozos de rondo plüno. 

b} Dtsolver la LPrG en arnortlguador de carbonCJtos pH 9.5 

colocar 100 µI en cada pozo, Incubando toda la noc11e 4oc. 



e) Oespuas de cada uno de los pasos mencionados contlnu-

acibn, deberá lavarse tlXhaustivamente con solucion de lavado. 

d) Blouuear llenando los pozos con solución de blooueo, 

dejor nr. 37 c. 

e) Diluir los sueros de los pacientes 

diluyente 

con diagnós lico 

clínico comprobado de AliA en solución 

37 c. 

colocar 100 ¡LI 

en cada pozo. Incubar 1.30 hrs. 

f) Diiuir el 

(an ti-1 nmun og 1 obulln as 

segundo 

to tales 

anticuerpo 

humanas} 

conjugado con 

en solución 

colocando 100 µI en cada pozo dejando Incubar 1.30 hrs. 

peroxidasa 

diluyente 

37oc. 

g) Agregar el sustrato para peroxidasa cada pozo, dejando 

ID mln. en la oscuriUBd. 

h) Detener la reacci6n agregando 100 ul de ácido sulfúrico 

cada pozo leer 490 nm. en un lector de CllSA (Oynutec). 

6.! Estondarlzacll>n del método de CLISA 

rué necesario estandarizar previamente el método de tLISA 

para conocer las condiciones óptimas de .trabajo. Con 

finalidad se usó como Ag la LPFG obtenida de la cepa llMl-IMSS ª" 
las clonas L-6 A las diluciones siguientes: 20 110/rnl, 10 µg/ml, 

5µg/ml, 2.5µg/ml 1.25 µg/ml (considerando su concentraclon de 

azúcares}, Como Ac use un mismo suero de rrnciente t::on dlaunóstlco 

clínico comprobapo 

siguientes: 1:100, 

de 

1:200, 

absceso 

1:400, 

hepatico amiblanu las 

1:800, 1;1600 1:3200. 

E 1 

(preparado 

conjugado ant 1-1nmunog1 o bu li nas unido 

en el laboratorio} se uso una Oiluclbn 

diluciones 

pcroxldasa 

de 1:400, 

revelando con o-f'cnilcndiamina con aguH oxigenada. La reacción se 

<letuvo con acido sulfúrico N. 



RESULTADOS 

lllslamlento caracterizacl6n qui mica 

La LPrG se obtuvo por el método de Westphal Jann los 

resultanos de la car·ac teri z ttción Química Cle 1 a LPfG ele les 

diferentes clonas fu• el siguiente: en la tanla ot1servomos Que el 

contenido de proteinas por el métocto cJe Lowry rué similar en las 

tres clonas menor al 1~: en cambio la concentración de a2úcares 

por la técnica fenol-ác. sulfUrico muestra las siguientes direren-

cías: para la clona L-6 (virulenta) fuo de un 95X, mientras Que 

para la clona A (no viruenta) fué del 70X en cambio para la cepa 

original fué del 85X, este último coincide can los 

estudias ya reportados por lslnasl 

resultado 

col.(17)· 

La figura 3 nos muestra el patrón de corrlcolcnto electro-

forético obtenído en geles de poliacrilamida (SDS PAGF.) para la 

LPfG de la cepa clonas de rntamoP.ba ltistolylir.a reveladas con 

tioción de a2uJ de Coomasie especifica para proteínas. 

En el carr-il e vernos el patrón tle corrimiento eleclro-

forético para la LPrG de Ja clona A. Podemos observar aue exístcn 

una serle de bandas protélca.;; cuyos PM oscilan entre 2t 45 kd los 

cuales poc1r i an 

molécula. tn 

efectroforético 

el 

o ara 

corresoonder la 

carril 3 

la LPfG 

observamos 

de la clona 

porción 

el 

L-6 

PCPlídica de esta 

patrón 

el cual 

de corrimiento 

mUestra bandas 

protéicas entre 21 66 Kd en el carril 4 la LPrG de la cepa 

HMl-IMSS el cual muestra bandas protélcas entre 21 66 kd. En el 

último carril se colocaron los estanctares de PM. Aparentemente 

existen una serie de bandas protéicas que se comparten entre las 
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TABLA 1 

ANALISIS OUIMICO DE LOS LPFG DEL.AS 3 DIFERENTES 
CLONAS DE c. hlsto/ytlco . 

Clono Azúcares Totales 
(% 1 

HMI - IMSS 85 

L-e 95 

C- A 75 

Contenido de Proteína 
(%) 

>1 

>I 

>I 



FIGURA 3: 
ELECTROFORESIS SOS PAGE CON TINCION 
DE AZUL DE COOllASIE 0E LA LPFG. 
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CARRIL 2: LPFG DE LA CLONA C-A 
CARRIL 3: LPFG DE LA CLONA L-6 
CARRIL 4: LPFG DE LA CEPA HMl-lllSS 
CARRIL 5: MARCADORES DE PM 



clonas virulentas no virulentas aunQue hubieron otras banctas con 

distribución diferente entre clonas virulentos no virulentas. 

La figura nos muestra el patrón de corrimiento elr.ctro-

forétlco en geles de pollacrilamida (SOS PAGE) para la LPrG de la 

cepa clonas de Cntamoella histo/rtica reveladas con tinr.ión de 

nitrato de plata especírica para polisacáridos. 

En los carriles B e observamos el patrón de corrimiento 

eiectrororético para la LPrG de la cepa HMl-IMSS¡ observamos un 

"barrido'' típico de 

de repetición de 

En el carril o 

LPrG de la clona 

los 

los 

el 

L-6 

polisacáridos el cual con sis te en 

monosacáril1os que constituyen esta 

patrón de corrimiento electroforético 

el cual muestra un "barrido" con 

unidades 

molécula. 

para la 

el mismo 

comportamiento Que los polisacáridos en el carril G el patrón 

de corrimiento electroforétlco para la clona A, en el cual existe 

un ºbarridoº semeJante Jos carriles anteriores; en Jos carriles 

muestra el patrón de corrimiento electrororético para la LPrG 

de la cepa HMl-IMSS de un lote diferente al Que se trabajó en esta 

tesis, el cual se utilizó como testigo de cotrimiento electro-

rorético de la LPfG. 

Los ºbarridos" observados en las electroforesis reveladas 

con nitrato de plata muestran semejanzas en el comportamiento 

electrororético entre la cepa clonas estudiadas1 las cuales su 

vez muestran semejanza con el comportamiento electroforético visto 

en los pollsactfrldos de enterobacterlos como lo muestra la figura 

5. Esta figura muestra el corrimiento el ectr·ofort1 t ico del poli-

sacárido de Sa/mone/la typhi 9, 12,Vi;c:t revelado con nitrato de 

plata, en el cual observamos el mismo tipo de "barrido" encontrado 

en la LPrG de la cepa clonas de f, histol ytica. 
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•,¡, kD 

~ 5 kD -
11, kD 

rlguriJ 5: 

Electroforesis SDS PAGE con tlnclon de nitriJto de plata de noli-

de .'lalmone/la 1 y phi 9, 12, VI ,d. 



[R!IBYO 1nmunoen1imntico 

La estandarización del método de ELISA se llevó cabo 

clonas comparando diferentes concentrilclones de LPíG de la cepa 

estudiadas contra diferentes diluciones de un mismo suero lle 

paciente con AHll cie un suero lle persona sana1 con la finalidad de 

encontrar las condiciones óptimas del rn~todo el punto de corte 

donde se diferencia mejor entre sanos enfermos. 

La figura muestra Ja gráfica cie estandarización paro la 

LPíG de la cepa HM, 00 IMSS en la cual se decidió tomar como punto de 

corte una concentración del Ag de 10 µg/ mi una dilución del suer·o 

de 1:400. La razones de esta decisión fueron: la dlrencia observada 

entre sanos enfermos, 1• cantidad de Ag disponible para el 

experimento la ventaja de usar una diluclon del suero de 1:400 

para evitar f BISOS positivos. 

La figura 7 muestra la graflca de estandarlzacJOn para la 

LPíG de la clona A en la figura la de la clona L-6 en las 

cuales se observa el mismo ren6meno Que para la cepa HM1 ... IMSS. Por 

estos resultados se decidió trabajar los sueros una dlluci6n de 

1:400 con una concentración de LPrG de 10 µg/ml para la cepa 

clonas en 

Se 

estudio. 

estudiaron 66 sueros de pacientes con AHA cuyos 

resultados se pueden observar en la figura 9, la cual es una 

graflca de barras QUE compara los resultados 

determinación de anticuerpos séricos anti-LPFG 

AHA, utilizando el rnétodo de [LISA. Dbs¡:rvarnos 

miento hacia las moléculas provenientes de la 

una media de O.O • x=.•6 .16 de la clona A 

obtenidos en 

de pacientes 

la 

con 

un muyor reconoci-

cepa HM1-IMSS con 

virulenta con una x= 

• 49 .21 mientras que estos mismos anticuerpos reconocen con menor 
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FIGURA 6: 

ESTANDARIZACION DEL METODO DE ELISA PARA LA LPFG DE LA CLONA HMl- IMSS 
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FIGURA 7: 

ESTANDARIZACION DEL METODO DE ELISA PARA LA LPFG DE LA CLONA C·A 
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FIGURA 8: 
ESTANDARIZACION DEL METODO DE ELISA PARA LA LPFG DE LA CLONA L· 6 
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FIGURA 9: 

DETERMINACION DE ANTICUERPOS SERICOS EN PACIENTES CON 
AHA CONTRA LA LPFG DE LA CEPA HMHMSS Y DE 2 CLONAS 
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afinidad Ja lPrG proveniente de la clona l-6 no virulenta con una 

x= .24 ± .05. Podemos decir que existen dlrerencias en el reconocl-

miento por ant¡jcuerpos saricos hacia 

virulentas 

la 

determinación 

no 

figura 

de 

virulentas. 

10 muestra los 

anticuerpos séricos 

la lPFG obtenida 

resultados otJtenidos 

antl-lPFG de pacientes 

ele cepas 

en 

con 

1 a 

AHA 

comparados con testigos, los cuales consistieron en 50 sueros de 

personas sanas sin antecedentes de amibiasis. 

Se puede observar que existen diferencias entre los 

los resultados obtenidos con sueros de pacientes con AHA 

obtenidos con los 'testigos. En los testigos, el reconocimiento por 

es mucho menor. Las lecturas de densidad optica para Ja cepa 

original HMt-IMSS fueron de x: .29 t.04, un valor muy semejante al 

obtenido con Ja clona A con una x= .28 ±.04, Las lecturas para la 

clona l-6 son menores con x=.17 t.oz. 

Es importante hacer notar que aunque los testigos fueron 

personas sanas sin antecedentes aparentes de amibiasis, lodos 

presentaron anticuerpos antl-lPFG con títulos bajos. Esto se debe 

probablemente Que la población estudiada son mexicanos hablo 

del problema de salud en México ya Que según la OMS Ja frecuencia 

con que se eliminan quistes de amiba en heces varía del 5 al 55Y. en 

México. Esto es probablemente la causa de estos resultados. Sin 

embargo se puede diferenciar entre los anticuerpos séricos 

anti-amiba producidos por alguna colitis amibiana los anticuerpos 

slirlcos de los · enfermos con amiblasis invasiva como el AHA. 
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FIGURA 10: 

OETERMINACION DE ANTICUERPOS SERICOS EN PACIENTES CON AHA 
Y DE PERSONAS SANAS CONTRA LA LPFG DE LA CEPA H MI - IMSS Y 
DE 2 CLONAS DERIVADAS . 
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OISCUSION 

La disentería amiblana es un importante problema de salud 

no solo en nuestro país sino en diversas reglones del mundo. Debido 

su frecuencia sus repercusiones sociales, es importante toda 

Investigación Que conduzca un rnejor conocimiento de su tigente 

causal, de la relación huesped-paráslto de medidas terapeuticas. 

Esto no ha sido fácll 1 ya que no se han logrado obtener antígenos 

amibianos totalmente puros. La LPrG es un antígeno polisacaridico 

de superficie, heterogéneo, QUe sido Parcialmente purificado. 

Esta, como el resto de las moléculas pollsacaridlcas son capaces ele 

activar la inmunidad humoral ya Que se ha demostrado QUC participan 

en la respuesta inmune en la amlblasls Invasiva. 

El diagnóstico ideal de la arnibiasis sería uno de tipo 

serológico ya que es m:ís conveniente detectar antígenos amibianos 

anticuerpos dirigidos contra alguna moJecula del parásito. 

Hasta ahora los zirnodemos, utilizados para la clasificación 

de las amibas, han permitido separar las amibas en patógenas no 

patógenas; los marcadores de patogenlcidad es tan dados por la 

ausencia de una banda a presencia de untJ banda a en el corrl-

miento e1ectrororético de la f osfogJucomut asa (PGM) bandas de 

corrimiento r~pido de la hexoQuinasa (HK) (excepto el zimoderno 

XIII). con este método se logra un diagnóstico preciso diferencial 

entre c. histo/ytica patógena no patógena. El problema de 

esta técnica. es QUe reQulere de personal materiHI especializado 

su costo es elevado, por lo QUe hace difícil QUe se utilice de 

manera rutinaria en los laboratorios clinlcos. Por· otro 1 aclo 
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existen evidencias de Que en alguna forma la natogenicidad de Ja 

amiba (detectada por los zimodemos), se expresa en IH superficie 

del trofozoíto¡ así se encontró por primer ve1 que 1 as cepas 

patógenas de C. histolytica, en contraste con las no patogenas1 

pueden resistir la llsls por el suero humano normal (36), pesar 

de que ambas activan el complemento (35), Esta lisis por el suero 

humano es mediada principalmente por la activación clel complemento 

por la via alterna, Ja cual generalmente est~ asociada 

moJOculas pollsacarídicas. ProoahJemente presencia 

diferencias 

de 

de composici6n, en los azucares constitutivos 

la 

hayo 

de 

algunas moléculas polisacar í dicas de superficie de los diferentes 

zirnodernos, lo que hace que • haya diferencias en la reslstenclo la 

lisis por cornplemento de los diferentes zimodemos. Para comprooar 

esta hipótesis, lo ideal sería obtener de zimodemos patógeno no 

patógenos moléculas pollsacarídlcas tipo LPrG demostrar Que hay 

diferencias en la composición Química de sus polisacáridos. Si ésto 

resultara sería posible hacer una clasificación serologiéa 

de las direrentes cepas amlblanas. 

Para demostrar en parte esta hipótesis al no tener un 

zlmodemo no pato geno axenlzado, se realizo el presente trabajo 

donde se extrajo LPrn de troro20ítos de c. flisfolytica de Ja 

cepa HM1:1MSS de dos clonas derivadas de ella: L-6 1 nc1 virulenta 

C-A1 virulenta. Ambas clonas mantuvieron el mimso zimodemo 11 

(patógeno} de la cepa original HM1:1MSS. La concen1raclon de 

azúcares fué similar ·entre la cena original HM1:1MSS la clona A 

diferencia de la clona L-6 la cual presento una concentración rnayor 

de azúcares. El corrimiento eletrofor~tico en 6DS-PAGE revelado con 
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a2ul de coomasie mostró oondas proteicas comunes entre clonas 

virulentas 

corrimiento 

no virulentas otras no compHrticJas entre ellas. El 

de electrof ore tic o en rl:?Yelado con nitrato 

plata mostró un 11 barrido .. 

SDS-PAGC 

semejante entre la cepo clonas 

estudiadas. 

Por otro lado se hizo el ensayo serológ/co comparativo 

utilizando sueros de personas norma/es sueros de pacientes con 

AHA, por la técnica de CLISA, usando como antígeno la LPrG de lu 

cepa clonas. Los resultados demostraron que los títulos hacia 1a· 

LPrG de la cepa original de la clona C-A eran altos en los 

pacientes con AHA con respecto los sueros norma/es; mientras que 

Jos titulos hacia Ja LPrG de la clona L-6, fueron Oajos en los 

pacientes con AHA semejante5 los testigos negativos. 

mente las diferencias encontradas en el reconocimiento de Jos 

anticuerpos sérlcos entre /os pacientes con AHA se deba al control 

genético de Ja respuesta inmune la cual está dada por las moléculas 

del complejo principal de histocompatiOilidad (HLAJ. esto se ha 

demostrado con los experimentos en ratones (H2) en el humano por 

la predisposición genética las enfermedades dada por el HLA. 

[f an:.llsls estadístico se hizo mediante anAllsls 

varianza de dos vías para muestras Independientes pr·ueba de 

de 

de 

Student. Se encontraron cJiferencias significativas en 

dos obtenidos entre virulentas no virulentas con una 

41 
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CONCLUSION 

Los resultados obtenidos en el presente tratJajo !iuyierrrn 

QUe pueden existir diferencias en la conformuc/On en Ja posición 

de los azúcares que constituyen los poli sacar/dos (LPíG) lu 

clona virulenta C A Ja no virulenta L-6. Esto nos hac.:e pensar en 

Ja factibilidad de una futura c1asificac/6n de las cepas amitJianas, 

basándose 

semejante 

en la 

la de 

negativas (19)· 

composición 

Kauffman 

de los pollsaclirldos de superficle 1 

White para las bacterias Gram-
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