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ANTRODUCCION

Es un hecﬂo biern conocido que en Mexico la amitiasis 25 frecuente
¥ que representa un problema prioritario de salud, La informa-
cidn publicada seMala que la infeccidn se encuentra dictribuida
por todo el paiz, en forma independiente del clima, y que presen-
ta una mayor incidencix en loec medios mal saneadcs v de bajo ni-
vel socimecondmico (9.

Los estudiss epidemiocldgicos sefiaian a nuestro pais como una de
las drcas  de maver incidencia de amibiasis =zutraintestinal y
especificamente de abscesc hepitico amibiano (%),

La deteccian serologica de anticuerpos antiamiba es de gran  uti-
tidad en e! diagnostico de la amibiasis extraintestinal (10 ¥
aunque existen diversas tecnicas para =1lo, con una alta sensibi-
tidad v especifiidad como ELISA » CIEF, ectas cson laboriosas y de
alto costo. Por esto se plantea la necesidad de utilizar wuna
tecnica sencilla b4 ribida en su  ejecucién a un bajo costo, como
lo es la técnica de aglutinacidn de particulas de latex, gque es
especialmente Util cuando se requiere tomar una decizion tera-
pedtica urgente como en el caso de una amibiasis extraintestina

fulminante,

El uso do 13 técnica de aglutinacion de latex para el diagndstico
de la amibiasis invasora fue publicado por primera vez en 1970
por Morris y cols. (19,20,21) vy el equipo diagndstico de dicha
técnicz, fabricado en el extranjero, dejo de ser importado en

nuestro pais, por lo que se ha pensado que ecte trabajo aporta
una alternativa para la preparacion de los reactives de dicha
técnica en nuestro pais para ser utilizados en nuestros laborato-

rios de diagnostico.



OBJETIVOS

Investigar los procesos para ta elaboracidon de los reactivos
utilizados en la técnica de aglutinacidén de particulas de 1a-—
tex para la deteccidn de anticuerpos antiamiba, ati) en el

diagndstico de la amibiasis extraintestinal.

Valorar y comparar 1a teécnica de aglutinacidn de litex para la
deteccidn de anticuerpos antiamiba con respecto a otra técnica
inmunotogica (HAI), asi como su posible implementacién en labo-
ratorios de rutina, como una pruebs auxiliar en el diagndstico

de la amibiasis invasora.



1. GEMERALIDADES
A. AMIBIASIS. ASPECTOS GENERALES

A.1 Epidemiclogia
La amibiasis es una infeccidn parasitaria distribuida
practicamente en todos los paises del munds. Se ecstima que en
1984 aproximadamente S00 millones de perscnas estaban infectadas
por E. histolytica (297,
En Mexico la amibiasis constituve urn  problems prioritaric de

salud » se ha visto gue se encuentra extendida por todo el pais,

en forma independientes del clima y qus predomina en los medios
ma! saneados ¥y de baio nive! socioscondmico (9Y. En nuestro
pais la frecusncia en 1a aparicidn de quistes de E. histolrtica

en heces va desdz 0 hasta 55.5 % (9), siends ezta wariacicon de=-

bida a factores como la toma de musstras no representat

deficienuzias en lac diversas té€cnicas perasitoscdpicas utili-
zadazs, » & la falta de capacidad del eiecutante.

En divercos estudios realizados se ha observads que en indivi-
duos con disrrea aguda, del 1~2 Y% estan infectados con E. histo-
Irytica (9.

Las complic=ciones de la amibiacsis intestinal, como el absceso
hepatico amibiano se desarrolla en mencs del $ ¥ de los casos
de amibiasis intestinal (8.

~.2 Etiologis

En e! gentido estrizte, o) término amibixcis se define como la

condicidn de albergar a alguna de las especies de amibaz, como

son: Endolimax nana, Entampoeba__coll, Entamceba . hartmanni,




amibaz de vida libre como:Entamoeba polecki » lodamoepa butsch-

iy, Dientamoebs fragilis v Entamoeba histolytica, De estas,

solo las amibas de vida tibre » las dos Jltimas son de impor—
tancia, ya que <=on capaces de cauzar patologia en el hombre.
Sin embargo en 123 préclica se emplea €l termino amibiasis, para

designar el estado de parasitosis causado por Entamoebs histoly-

tica con o sin manifeztaciones clinicas.

A.3 Aspectos bioldgicos

EY cicle de vida de Eptamoeba histolytica es comparativamente
simple, comienza con la ingsstion de quistes provenientes de las
heces de alg&n individuo infectado. Estos quictes pueden trans-
mitiree por contacts directo con manos contaminadas (infeccion
ano-mano-bocal), alimentos ¥ agua contaminados o por wvectores
bioldgicos como ta mesca vy la cucaracha (8),

Uria vez ingerides, los quistes pasan 2l eatd“aga en donde por

accion del juge aqastrico la pared quistica es cdegradada
parcialmente, poster iormente, los quistes llegan &l intesting
delgade inferior en donde de cade uno surge una amiba que con-

tiene los cuatrs nucleoe quisticos, ¥y de estos por divisidn
citoplasmstica surgen ocho trofozeitos, los cuales continuan
por el intestino hasta el Sres cecal o a un nivel mis bajo del
intestino grueso, en donde se reproducen por fi1sidn binaria
transversa para dar un numero de trofozoitos capaces de colonizar
cualquier porcxén del intestina qrueso (generalmente la porcnéﬁ
cecal » rectosigmoides ) Se debe tencr presente que el estable-
cimiento de la amiba en el epitelio intestinmal depende de

diversos factores tanto del parasito como del tuésped, algunos



aln no establecidos. Los trofczoitos en este punto pueden seguir
dos - caminos: 1) establecerse en el intestino 2) ser arrastrzdos
a)  exterior con la materis fecal. En esta ultima si la salida ne
ez muy rapida primero pasan por un estado prequistice » aparecen
ern las heces como quistes, completands asi el ciclo bioldgico.

Se ha visto que la gran marorfs de tas perszonas infectadas por
amibs, no muesiran signos clinicos Casintomaticos).
La razon de esta variacidn en la susceptibilidad no se ha escla-

recido todavia. Se ha pensado que todas las especies de E. histo-

L’y

Iytica son potencialmente patdgenas y mediante algun estimulo no
conocido,se convierten de zu =:ztado comensal a verdaderos parasi-
toe histicos.

Otra ides xlternativa sugiere que la wirulencia e¢ una propiedad
intrinzseca de! pardzite.

La virulsencia de 1a amitx se ha retacionado con patrones iso-
enzimaticos (zimodemas: carscterizados en diferentes cepas pato-
genas y no patdgenas, a:i como por su capacrdad de fagocitar eri-
trocitos, con su asociacion con ciertas bacterias ¥ con la carga
negativa presente en la zuperficie de loc trefozoitos 73).

Ern diversos estudic: ze h) obserurds que 1oz meganizros impli-
cados en la invasion tizular incluyen ¢ cecrecidn de enzimas, ci-

totoxinas ¥ mecanismos c:toliticos contacto-dependientes (23,3

A.4 Patogénesic
La gran mayoria de los individuos infectados por amiba son eli-
minadores asintomaticoz de quiztes (mas del 954,
El periode de incubacidn despues de la ingest:on de quistes es

generalmente de una a cuatro semanas, pero puede ser de meses,



La patologia intestinsl de la amibiasic se observs ma:s comunmea-—
te en el srea ceca) ¥ rectosigmoides, pero puede ocurrir tesiones
en cualquier porcion del intestino grueso. Estas lesianes son
producidas por la dizeminacion de tas amibag a travudes de la pared
intecstinal.

La infsccidn intestinal  aguda se caracteriza por la prezenta-
ci1oh de diarrcas muco-sanguinolientas (disentdricas), puioc,  te-
nesmo »¥ dolor abdominal. .
Algunos pacientes presentan diarreas leves y dolor abdominatl,
sin leziones intzstinales demostrables por sigmoidozcopia (coli-
tis no disentéricad.

En 13 colftis amibiana puede encontrarce hapatomegalia dolorosa
sin que hava datos de infeccidén del higado., Se prenga que dicho
crecimignto del higsdo es una respuestz tdxica a la infeccidn in-
testinal (300,

En casos crénlcas, se pueden observar lesiones granulomatosas {a-
mebomas) gue sem2ian carcinomas del colon.

Las complicaciones de la amibiaciz intestinal ocurrce en aproxi-
madamenta el 1-a% de los casos, y la mas combn es la perforacicn

de 13 cavidad peritoneal (provocanda perrtonitis agudas (87,

Desde la pared intestinal, las amibas pueden entrar en venul as
partale o menas comunmente en linfaticos v ser llevads: a otras
partes del cuerpa, generalmente al higade ¢80% de los <casos),

aunque tambien se puede dizeminar 3 otros grganocs como pulmones,
cerebro, rifiones, corazon e inclusc 3 piel.

n mag del 90W de los

s

La amibiasis extraintestinal se presents

casos #n individuos sin antecedentes clinicos de amibiasis inva~



sora (8).
8. ANTIGENDS AMIBIANQS

Loz homogenados y extractos de amibas complietas son las prepara-
ciones mas frocuentemente utilizadas para sercdiagndstico y estu-
dgios de inmunizsci(on contra amiba, La complejidad de estas prepa-
racicnes se ha demostradn por 1nmunoelectroforesise bidimensional,
en 13 que se han obserwado 3% bandaz de precipitacidn. Se ha vis-
to tambien que tos antigenos presentes en estos preparades tie-
nen un peso molecular que ver{a de 9000 a 150 000 Daltons (1),

La presencia de antigencs en la zuperficioa de )a amiba se ha
demostrado por 12 interaccidn de estos con fueros inmunes marca-—
dos, mediante la lisis por compiements de trofozoltos mediada por
anticuerpos ¥y otras tdcnicas, pero existe la duda de si estos an-
tigenos son producidoz por la amiba o si son componentes de) sum-—

ro y medio utilizados en zu cultivo, gque se adhieren en su super-

ficie v gue son zapace:s de  inducir unz pespuezta 1nmune humoral
(285>, Se han 1dent:ficade alrededor de doce glicoproteinas en
fracciones de membranae plasmaticas con una composicibn quimica

muy compleia, ¥ un  glicocdlix cuyo papel en la induccidn de la

respuesta inmune no es muy clara (1,3).

“

¢ h2 encontrado tambien una lipidopéptidofosfoglicana, » en
animates de laboratorio se han detectado anticuerpos de 12 clase
1g& contra esta molécula.

Algunos estudios demuzsztran que el numeroc de antigenos, el nivel
de antigenicidad v la capacidad inmuncgénica es mayor en frac-
ciones vesiculares citoplasmaticas que en fracciones de membra-

nas plasmaticas, por lo tanto el mayor estimuio para la produc-



cidn de anticuerpos por el huésped sera dado por los inmurndgenos
intraceluylares mas que por antfgenos presentes en la superficie
de los trofozofltos intactos. La bajs inmunogenicidad de las ami-
bas wvivas puede ser responsable de 1a incapscidad del hue€sped en
la prevencion de la invasion por el parasito ¢1).

La obtencion de antigenos amibianos ha ¢i1do poeible gracias a que
se ha podido cultivar a) pardsitc "in vitro®, con lo cual se ob-
tiena unz cantidad de amibas considerxble para ser utilizadas en
pruebas serodlagnésticas, ectudios de ta respuesta inmune etec.

E. histolytica <e ha cultivado "in vitro®” en una variedad de me-
dios de cultivo complejos. Inicialmente se utilizaron medios mo—
noxénicos f{con una especie de bacteris u otro protozoariod, pos—
teriormente e desarrollc un medioc axénico (libre de otros micro-
organismos) el cual iacllitd'amp||amente los estudics kioquimicos
patoldgicos e inmunoldgicos de la amiba, pero con la decventaja
de la pérdida de la cacacidad de enquistamiento y disminucidn de
la virulencia de las amibas cultivadaz (28,3,4),

El medio axenico utilizado ez muy complejo » esta coenstituido
principalmente de sales mineraleg, triptosa, tripticasa, extrac-

to de levadura, suero bovino, vitaminas » antibidticos (41,

C. RESFUESTA INMUNE A ANTIGENDIS AMIBIANOS
En la amibiasis como en cualquier otra infeccidn, participan fe-
ndmenos de irnmunidad humoral, inmunidad celuiar »y mecanismos
inespecificos de resistencia a la infeccidn,
De acuerdo a estudios sercepidemioldgicos el 81-~1004 de lo= pa-
cientes con amibiasie invasiva desarrollan anticuerpos circulen=

tes especificos contra amiba (24).Estos anticuerpos son princi-



palmente de la clase IgB aungue tambien se encuentran presentes
inmunoglobulinas M. Se ha visto que la inmunoglobulina A tambien
se encuentra elevada aunque en proporcicdn menor que las dos ante-
riores (25).

Algunos estudios "in vitro"revelan que las amibas tienen la capa-
cidad de ingerir anticuerpos, asi como la de liberar anticuerpos
pegados al parasito; estos estudios sugieren un mecanismo por e)
cuyal la amiba puede escapar a3 la respuesta inmune humoral del
hu€sped. Por lo anterior, la respuesta de anticuerpos no parece
ser efective controlando o protegiendso contra la invasividad del
parasito <(24),

Sin embargo, los sueros de pacientes con altos titulos de anti-
cuerpos anti-amiba son amebicidaz a trsvés de la activacidn del
complemento ya sea por 13 via clasica o la via alterna.

En algunos estudios se obsernc que las cepas de amiba no pato‘—-
genas (caracterizadas por patrones iscenzimiticos) fueron sus-
ceptibles a la lisis por complemento, mientras que las cepas pa-
togenas (9 de 11) fueron rezistentes a la lisis mediada por el
complemento, De 1o anterior se concluye que 103 mecanismos humo-
rales de resistencia a la invasividad del parésnto son directa-
mente importantes por la via del complemento (24).

Guerrant demostro que las cepac patogenas de E. histolytica tie-
nen la capacidad de destruir neutrdfilos mediante un  mecanismo
contacto-dependiente sin perder su wviabilidad, mientras gue los
neutrdfilos destruyen a las cepas de amibas menos virulentas.
Ademas de eliminar un importante mecanismo de defensa del hue's-

ped, la 1isis de neutrofilos por amibas patdgenas provoca la



libepacicon de enzimas tdxicas de 1os neutrofilos, las cuales
contribuven a la necrosis de tejidos en la amibiasis invasora,

Los estudios “in wvitro"con celulas sanguineas han dado evidencia

de 1a participacion de los mecanismos jamunes celulares contra
E. stolytica (24).,

Recientemente se ha descrito fa interaccion in vitro de leucoci-
tos humanos de individuos no snfectados <on trofozoftos de ami-
bas virulentas, ¥ se observd que ¢stas matabsn células mononu=
cleares de sangre periférica y linfocitos ztn observacion sparen-
te de 1a pérdida de viabilidad de los trofozoftos.

Se ha visto tambifn que los macréfagos sctivados son capaces de

destruir & trofozeito

o

de E. histal,tica mediante un mecanismo

contacto dependiente 1ndicado por examen micro Sprco,  analisis

cin€tico y estudios de adherencia (24),

En un scstudio hecho por Satata, las amibas fueron destruidas por
tinfocitos de pacientes curados de albsceso hepadtico amibiano, eon
contrazte, con linfocitos de pacientes normales o con  amibiasiz

)

aguda Yos cuales fueron YTagocitados por los trofozoitos. Esto
ocurre pociblemente debido a de algun products secretsdo por los
linfocrtos, »a que los sobrenadantes cobtenidos déspués de 1a in-
cubacion de linfocitos con antigeno amibiano son igualmente efec~
tivos (247,

Recientemente ze¢ ha observado por medio de experimentos con anti-~
cuerpos monoclonales que los tinfocitos T citotdxizos participan
en 1» destruccidn de trofezoltos, Por medio de técnicas de mi=
cr55copfa y estudios de adherencia se ha vista un meczanismo Con-

tacto dependiente nececario para la lisis de amibas por loz lin-



focitos T citotoxicos,

tos estudios hechos por Salata demuestran que 1os linfocitos de
pacientes tratados de absceso hepdtico amibiano eran estimulados
por. .preparacioness solubles proteicss de amibas wirulentas para
destruir a 1os trofozoitos, en contraste, con linfocitos no esti-

. . .
muladas en los cuales no se observo citotoxicidad para Ta amiba,

Algunos estudios adicionales demuestran que el interfercrn s un
componente de las linfocinas estimul adas por Concanavalina A ¥
que es capaz de estimular a los macrdfagos > linfocitos a  des-

truir trofozoitce de amiba,
Por lo anterior, se obssrva que la respuesta inmune celular juega
un papel muy importante en el control » proteccidn contrx la in-

vasividad de) parasito (242,

D. PRUEBAS PARA LA “ALORACIOH DE LA RESFUESTA INMUNE .
De acuerdo a estudios seroepidemiolég:cos, el B1-100% de los pa-
cientes con amibiasis coldnica invasiwa o absceso hepatico ami-

bianc desarrollan anticuerpos circulante: especificos antiamiba,

Generalmente, las individuas con infeccidn asintomatics (probable
colonizacidn intestinal’ deszarrollan menos frecuentemente res-
puesta de anticuerpos, por 1o que una reaccioh positisa en la de-
teccion de anticuerpos aspecfflcos contra el par§s1to, ha cida

aceptada como indicador de unza infeccidn invastuz, Este aspecto
es de aran utilidad debido a la dificultad de identificar al pa-
rdsito directamente,lc cual se hace por aspiracion de trofozoltos
del absceso » cbservacion mtcroscdp|ca de los mismos.

Un hecho de gran interss es que los snticuerpos especificos per-



sisten afos despuss de curada ta amibiasis invasora, ¥ que, .con
toda probabilidad, sparecen despugs ds infecciones subclinicas,
como ocurre en muchas otras enfermedades infecciosas, por esto,
es preciso interpretar 1os resultados del estudio seroldgico de
conformidad con el conjunto de datos clinicos, a fin de darles su
valor justo, »a qQue una reaccicn positiva puede ser s0l0 una se-
cuela de infeccion amibiana previa,
Por otro tado, el hecho de que los anticuerpos persistan despues
de aMos de presentada 1a infeccion es de gran utilidad para 1a
realizacion de encusstas seroepidemiocloaicas (257,
Se han desarrollado varias tecnicas paraz la determinacion serolg-
gica de anticuerpos antiamiba entre las cuales se incluven:

Hemaglutinacion indirecta =

Aglutinacidn de Latex %

Inmunofluarescencia indirecta

Inmunoel ectrofarézis

Contratnmunoelectroforesies

Difusidn en gel de agar *

Ensayos inmunoenzimaticos (ELISA) %

Fijacidn de complemente

Floculacion de Bentonita

atros % Disponibles Comercialimente
De estos, los mae sensibles » especificos son el ELISA y la
hemaglutinacidn indirescta. Pero se encuentran con la desventas

de ser mu, costosas (ELISAY » poco practicas cuando se requiere

de la determinacion ocacional de un solo susro (27),



11 PARTE EXPERIMENTAL

A, Haterial
Equipo:
Espectrofotdmetro Coleman Jr.
Potencidmetro
Agi tador mecinico
Material de vidrio
Lampara de luz indirects

Placa de vidrio

Reactivos:
Glicina
Clorurc de sodio
Hidroxidoe de sodio
Sulfato de cobre pentahidratado
Tartrato de scdio y potazio
Carbenato de sodio
Reactivo de Folin-Ciocalteau

Suspension de latex 0.5 M ICN

Material Biologica:

Suero control pnsitivo (Cellognost-Amebiasis de Quimica

de Quimica Hoecht)

Suero control negativo (Cellognost-Amebiasis

Sueros control positivo (De pacientes

con Absceso hepatico

biano, probados por HAlx)

Sueros contro! negativo (De individuos narmales probados por HAIL}
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Sueros Fositives ¥ Negativos *¥ (probados por Hal)
Suero normal de conej¢
Antigenc de amiba de la cepa HM1-IMSS {Proporcionado par el Ing~

tituto de Investigacione= Biomedicas

* Hemaglutinacidn Indirecta
¥% Proporcionados por el Instituto de Investigacicnes Biomédi-~
cas provenientes de ls encuesta seroepidemioldgica nacional

de la Secretaria de Saludg

B. Método
B.! Preparacicn de solucicnes,

Solucion amortiguadors de glicina.

Cloruro de codio 79
Glictna 7.59
Agua dest. 1000mi

Ajustar a pH 8.2 con hidroxido de sodio 1 N

Suspension d= latex
El latex comercial se diluye en solucion amortiguadora de glicina
de modo que de una densidad Optica de 0,16-0.17 cuando se dilure
1:100 en la misma solucion amortiguadora » es lefdo en un espec~

trofotometro Coleman Jr. a 650 nm.

B.2 Estandarizacidn del Reactivo
Es importante :zafialar que Ja tecnica de aglutinacion de ldtex es-
ta siendo estandarizada por comparacicn con la tecnica de Hema-—
glut:nac;dn Indirecta para la detarminacién de anticyerpos anti-

amiba (Desarrollada en el Instituto de Investigaciones Biomedicas



U.N.AM, Y, ta cual es una técnica cuantitativa ¥y con alto grado
de sensibilidad. En estas 10os sueros ce consideran positivos cuan-
do dan una reaccicn de agtutinacidn al ser diluidos 1:80, por 1o
que el reactivo para aglutinacidn de litex debe dar una reaccion
positiva cusndo se hagas reaccicnsr con sueros de titulo igual o
mayores de 1:80.,

Preparacion del reactivo:
Las amibas colectadas de un medio de cultivo axenico (cultivadas
por 21 metods de Diamond? se sometieron a cambios bruscos de tem-
peratura sucesivas,de 235C (temperxtura ambiented,a -70C utilizan-
un congelador (RPeucod, para obtener un extracto antigénico  ami-
biano soluble, al cual se le determind la concentracidn de pro-
teinas por e} metodo de Lowr, (17.17mg/ml) tver apendiced.
De ecte extracto antiaénico se realizaron diluciocnes en solucion
amortiguadors de glicina de modo que quedaron concentracionss de
proteinas en mg/mi de 5,4,53,2,1,4.5,0.25,0.125 respectivamente.
Un volumen iQua) de cada una de 13s diluciones del antigeno fué
mezclada con un uvolumen igual de suspension de latex, se agitaron
durante 30 minutos 2 temperatura ambiente con 21! fin de favorecer
Ya adsorcicn del antigens a la superficie de lzs particulas de
1atev.

Determinacién de la concentracion dptima de antfgeno para sen
sibilizar las particulas de litex:
En wuna placa de vidrio cuadriculada (2 cm por lado cada cuadro)
se coloca una gota de cada uno de los siguientes reactivos:

1.- Suero positivo con titulo 1>=512 *

2.~ Suero positivo con t{tulo 1:320 »



3.~ Su2ro positivo con titulo 1:80 *
4.~ Suero Megativo
¥ Titulados por HAIL

S.- Suerso Normal de Cons=jo

6.~ Zolucion amor tiguadora de glicina

Se afade & cada uno de estos wuna gota del mismo volumen (20 1
de la preparacicn de latex sensibilizado con $ mgs/m! de proteina
Se mezclanm )as gotas con palillos o aplicadores diferentes y se
agitan corn un movimiento rotatorio durante 3 minutoe, Transcurri-
do el tiempo de reaccion se observs contra una luz indirecta si
hay aglutinacion en cada uno de losz cuadros de prueha.
Se¢ realiza &1 mismo esquems para vada unz de laz otras prepara-
ciones con diferentes concentraciones de proteinas (uver tabla 1.
La solucicn amortiguadars de glicing sirve como control del resc-
tivo, es decir, para obiservsr 1 f¢ presenta autoaglutinacidn de
lac particulas de latex,
El suero normal de coneljo tambien ez un control del reactivo, ra
que una reaccion de aglutinacidn en este, nos estara indicando
reaccion con componsntes inespec{ficos del suerc.
La concentracidn optimz de antigeno sera aquellia en la que se
presante aglutinacian con 1os suzroe pocitivos <¢1:80, 1:320,
1:512) » no aglutine <com el suero negativo, con el susro normal

de coneyo v con la solucion amortiguadora de glicina,

B.% Dessrrolio de la prueba
1.~ La prueba se realiza utilizando el reactivo preparado -on una
concentracidn de proteinas de 1.0 mg/mi.
2,~ En una placs de vidrio se colacan en tres distintas areas de

reaccion:



Una gota de suero control positive
Una gota de suers control negativo
una gota de suers problema

3.~ Se le,adiciona una gota de! reactivo de ldtex a cada area de
reaccion.

4.~ HMezclar perfectamente con aplicaderesz distintos., Agitar la
placa con mouvimiento rotatorio por 3-4 minutos.

S5,- Observar la placsz contra una luz indirecta,

Interpretacion de 13 prueba,

1.~ E) contro) positivo debera dar una aglutinacion macroscopica
a la cual pueden ser referidac las muyestras problema.

2.~ El control negstivo debera permanecer como una suspensicn ho-
mogénea.

3.- La lectura debe realizarse despuee de 3 o 4 minutos de haber—
z2 hecho la mezcla. Si posterrormente llegara a dar pogitiva
la prueba no debe ser tomada en cuenta esta reaccion, se re-

comiends repetir la prueba.



111 RESULTADOS ¥ DISCUSION,

Los resultados de 1xc pruebas en la determinacion de 1a concen-
tracidn adecuada de antigeno para sensibilizar las particulas de

litex se muestran en la siguiente tabla:

Concentracidn de * % *
proteinas de Ag 1:¢512 1:320 1:80 RNegativo SMC CR
amibiano (mg/ml)>

N + - - - - -
4 + - - - - -
3 + - - - - -
2 + - - ~ - -
1 + + + - - -
0.5 + + + + + +
0.25 + + + + + +
0.125 + + + + + +

Tablas 1. Determinacidn de la concentracion Gptima de ARtigeno
* Sueros controles (4> de titulo conocido

SNC Suero normal de conejo
CR Control del! reactivo

Se puede ver que la concentracicn de 1| mg/mt de proteina ds anti-
geno es la adecuada para la prepar‘ac‘o'n del reactivo, rya gue €5
capaz de discriminar 'o¢ sueros positivos de los negativos y no
presenta autoaglut:nacidn de tas particulas de 1itex.

E! hecho de que las particulas de litex se autoaglutinen cuando
estan parciaimente cubiertas con el antigeno amibianoc puede de-
berse a la adsorcidén de este a dos o mas particulas de 13tex si-
mul taneamente, lo que no sucede cuando estan completamente cu-
biertas ~a que no ha» =itios expuestos en la suyperficie de las

particulas de latex,



Las siguientes pruebas fueron realizadas con e) reactivo prepara-
do como fue descrito anteriormente, utilizando una concentracion
proteica de antigenc soluble de 1| mg/ml,

En ¢! prezénte estudio se probacon por 1a teEn|ca de ag\utlnacidn
de tatex un total de 200 suerc:, los cuales fueron previamente
titulados por 1a tecnica de Hemaglutlnacrén Indirecta pars las de-~
tecicn de anticuerpos antiamibae, estandarizads en el Instituta de
lnuestigaciones Biomddizas U.H.a.0,

Los resultados comparativos de ambiac tédcnicas se muestran en la

tabta I1.

Sueros probados por HAl fAgutinacion de Litex % Especificidad

133 <+) 84,346

Positivos 154
21 (=) 13.464
& () 13.04

Megativos a6
40 () 8é6.56

Totales 200

Tabla l1.Correlacion de resultados de HAl Aglutinacidn de Latex

L.os resultados por la tecnica de aglutinacicdn de Vatex fueron
leidos de 1+ a 4+ de acuerdo a la intensidad de la reaccion de a-
glutinacidon ¥ 0 cuando no se presento aglutinacidn visible a
final del tiempo de reaccion.

Los resutados de V1a intensidad de reaccidn en los sueros proba-
dos comparadosz con el titulo encontrado por HAl se mu2stran en la
grafica 1.

Para saber s1 1a tecnica de aglutinacién de Vdtex podria tener u-

.
na aplicacioh semicuantitativa se utilizaron sueros de titulo co-
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nocido (por HAl> , los cuales +fueron diluidos » probados con el
reactivo de aglutinacion de latex para obtener el titulo por di-
cha tecnica.

- Los resul tados obtenidos en ecta prueba se muestran én ta tabla

1,
Suero Titulo por Dilucion de los sueros .
Hat Concentrado 1:2 1:49 1:8
{ 1:440 44 4 + -
2 11140 ++ + - -
3 1:80 +4+ - - -

Tabla 111. Titulacion de sueros por aglutinacidn de latex.

En ta tabla [l se puede cbservar que existe una buena correlaciébn
de lo: ra2sultados obtenides por las tecnicas de HAl ¥ aglutina=~
cidn de 18tex, siando que el 84 de las pruebas dieron un resul-
tado satisfactorio » solo 2l 134 d& las pruebas dieron rzacciones
falsas positivas v falsas negativas.

Debemos tenar en consideracign gque 10s resultados obtenidos por
aglutinacion de latex se estan comparando con 1os obtenidos  por
HAL ' que esta Jltima puede dar tambien algunas reacciones fal-
=xs por lo que Seria conveniente que las sueros fueran probados
tambidn por una tercera técnica con alto grado de ssnsibilidad
como ELISA o contrainmunoelectroforésis (CIEF).

En 1a grifica | se observa que no existe uns relacicn precisa en-
tre la intencidad de Ya aglutinacicn ¥ el titulo encontrado por
HAT, por lo que loec resutados obtenidos por 12 téenica de agluti-

g - ’ . .
nacion de latex deben ser leidoe como positivos o negativos ¥ no



tratsr de relacionar la intensidad de 1a sglutinacidn con un ti-
tulo dade.

En 1a tabla III podemos ver que el titulo encontrado por agluti-
nacidn de litex no tiene una relacion precisa con @1 encontrado
por HAl, por lo que podemos decir que la tecnica en prueba tiene
una aplicacidn exclusivamente cualitativa.

Aunque con yna menor sensibilidad {(en cuants 3a) t{tulo) podrfa en
un momento dado cuantificarse.

El reactivo para agiutinacion de particulas de latex fue probado
cada 24 horas con sueros control positivos y negativos para ob-
servar la estabitidad del reactivo » se encontrd que la efectivi-

dad del reactivo permanecia hasta las 48 horas.



1V, COMCLUSIOMES

La prueba de aglutinacion de particulas de latex desarrollada,
es una técnica inmunoldgica capaz de detectar anticuerpos espe-
ciflcos antiamiba, 1o cual es de gran utilidad #n el diagnostico
de ta amibiasis extraintestinal, especialmente en casos de absce-
80 hepético amibianc en la que los titulos de anticuerpons anti=-
amiba se encuentran elewvadoz (genaralmente arriba de {:512 por
HAIY > la confiabilidad de 'a tecnica de aglutinacidn de part{-
culas de latex ez aceptable.

La tetnica tiene una aplicacicn exclusivamente cualitativa ya que
no se puede relacionar un titulo dado con ¢) grado de aglutina-
cion o con la reaccionh con diluciones del zuera,

La prueba de aglutinacidn de particulas de ldtex ofrece ltas ven-
tajas de ser una tetnica rdpida ¥y sencillx en su ejecucidn, ¥ el
material necesario para efectuarla pueds elaboararse en un labo-
ratorio central v despues dictribuirze & otros laboratorias (el
antigeno liofilizada donde no =3 necesario disponer de  persona

especializado ni equipo especial para realizar la prueba, lo que
ta hace también de bajo costo.

La prueba eg especialmentes Jtil cuando se requiere la determina-
cion ocasional en un solo suero, rya que ta prictica de otras téc-
nicas, aunque algunas mxs confiables, son ma: laboriosas, llevan
mas tiempo =n dar el resuyltado ¥ son de mayor costo.

El hecho de que la teécnica de aglutinacidn de particculas de V&~
tex puede dar resultados rapidamente (2-4 minutos despues de
realizada 1la prueba) permite que sea Jtil tambien cuando se re-

quiere el razultado de 13 determinacicn urgentemente para tomar



una decision terapedtica como en el caso de una amibiasis evtra—
intestinal fulminante.

Es importante sefalar que como en otras infeccionesz,loe anti-
cuerpos antiamiba puedsn persistir despufs de alos de curada la
enfermedad, por 10 que es praciso interpretar los rezultados del
estudio serologico de confarmidad con el conjunto de datos ctini-
cos, a fin de darles cu valor justo, ¥a que una reaccidn positiva
puede ser zolo una secuela de infeceidn amibiana previa.

Debido & la alta prevalencia de amibiasis en México, podemas de-
cir que los rectivos desarroilados para la tecnica de aglutina-
cidn de particulas de latex podrian ser de gran utilidad en nues-

tros laboratorios de diagndétlco.



v
o

U, APENDICE.
DETERMINACIOM DE PROTEINAS POR EL METQDO DE LOWRY.

Reactivos:

a) Suifato de cobre pentahidratado al 1.0%
Disolver 1g de culfato de cobre pentahidratado en aproximada-
mente 50 ml de agua destilada, aforar a3 100 mi con agus deste-
lada.

b> Solucicn de tartrato de sadio » potasio al 2.0%
Disolver 23 de tartrato de sodio v potasio en aproximadamente
S0 ml de agua destilada, aforar a 100 ml con agua decstilada.

¢) Solucion de carbonato de sodio al 2.0%
Disolver 2g de carbonato de sodioc en aproximadamente 50 mi de
hidroxido de sodio 0.1 molsi., Aforar a 100 ml con solucidn de

hidrdxido de sodio.

Solucidn 1
Se prepara mezclando | mi de la solucidn de sulfato de cobre
pentahidratado vy 1 ml de la solucion de tartrato de sodie ¥
potasic en 100 ml de solucidn de carbonato de sodio (preparar—
1a justamente antes de su usad.

Solucidn Il
Reactivo de feno! Folin-Ciocalteay (comercral) Z N : antes de
usarlo se diluve volumen a wolumen con agua destilada para po-
nerio 1 N,

Solucidn 11

Albuimina sérica bovina 100 ug/m)
Dieoluer 0.1 g de albimina sérica bowina (ASB) criztalizada ¥



26

purificada en S00 m} de agua destilada, se 3fora a 1000 ml con

agus destilada,

Mé todo:
En una seriz de tubcs de ensayo, se preparan a partir de la so-
lucion de ASB (100 ug/ml) diluciones que contengan 20, 40, &0,
80 y 100 ug de proteina por ml.
Se transfieren 0.1 ml de cada dilucion de ASB a otros tubos de
ensayo.
En otro tubo se mide 0.1 ml de la muecstra de antigeno (se reco-
mienda hacerlo por duplicador.
Para la preparacidn d=! blanca de reactivos se utiliza 0.1 ml
de agua destilada.
Todos los tubos se completan a §.0 m! con agua destilada.
~ Se aMade a cada tubo 3.0 ml de la solucion I[.
Se agita y se deja reposar 10 minutoe a temperatura ambiente.
A cada tubo se le agrega 0.3 m! del reactivo de fenal Folin-
Ciocalteau 1 N,
Se agita ¥ se deja reposar durants 30 minutos a temperatura am-
biente,
Se hace a lectura de £.0. en un espectrofotémetro a 500 nm de

longitud de onda.

lnterpret&cién:

- Curva patron: Se gratica ta D.0O. contra la concentracion de los
tubos con ASB en papel milimétrico.

- Se obtiene la concentracidn de proteinaz del antfgeno por in-

terpolacxén de los valeres de D.0. en la curva patron.



BIBLIOGRAFIA

Ahmzd, 5.3 Khan, H.M.{ Mabdi, A.; Kumar, M.: Entamoebs histo-
lytica antigens as possible vaccinogens?, Journal of  Chromsz-

tography 1988. 440: 4467-472,

Borges, C.; Moctezuma, U.; Montiel, J.} Arrubarrena, 2 Yas-
loracion diagndstica de la pruebs de latex en el absceso he-

pético amibizno., Reu. Gastroentersl. Mexico 1S71. 36:284-287

Chayen, A.y vuron, B.: Entamoeba histolrtica, antigens and

amoebiasis. Current topics in Microbiologr and Immunolags

1985, 120: 19-35.

Diamond, L.S.: Techniques of axenic cultivation of Entamoeba

histolytica Schauding 1903 and E. histolytica-1ike amebae.

The Journil of Parasitologr 1948, %43, Mo.5: 1047-10%6.

Faust, E.C.; Russell, P.R,; Jung, R.C.: Parasitalogia Clinica
4a., relmpresidn Salvat Mexicana de edicionez. Mekico 19€1:

135-170.

Gomez, T.; Garcis, R.; Torres, F.j; Ortiz, E.; Villtasehor, C.

Flore=z, A.,} Gomez, E.: Pruebas de aglutinac1oﬁ de latey en
absceso hepatico amibilano, Rev. Gastroenterol. Mexico 197§
36 21-28.

Grundy, M.S.: Antigen frazaction from Entamoeba histolytica

strain HK-$ for use in ELISA. Arch. Jde lnvest. Med. Mexico

1982, 13.(suplt.3>: 249-253.



28

8.~ Guerrant, R.L.: The global problem of amebiacis: Currernt sta-
tus, Rezearch needs, and opportunities for progress. Reviews

of Infectious Diseases. {934 8, No.2: 218-227,

®.- Gutierrez, G.: Epidemiologfa .~ control de la amibiazis en Mé-

xico. Arch, de Invest. Med. Msxico 1986, 17 Csupl,)1375-382,

10.-Healy, G.R.: Immunologic teclz in the diagnosiz of amebiasis:
Epidemiologr in the United States. Resuiews of Infectious Di-

sexses {7846, 8, No, 2: 209-245,

11.,-Hesly, B.; Visussvars, G.; Kagan, T.: Observations of the
persistance of antibodies to E. histolytica. »Arch. de In-

vest. Med., 1974 5 (supl.2): 495-500,

12.-Heiblum, M.; Borges, C.; Montiel, J,: Prueka de aglutinacidn
de latex en el dlagndstlco de 1a amibiasiz 1ntestinal invaso-
ra. Reu. Gastrosnterol. M?aico 1971, 3é: 281-283.

13.-Heibtum, M.; Borges, C.: Evaluation of the latex agglutina-

tion test for the diagnosis of invasive amebiasis. Dis. Col.

and Rect. 1975 16, No.5 348-370.

t4.-Jimenes, €.; Olvera, S.; Humate, J.; Ortiz, B.: Purificacidn
parcial de algunos antigenos de zuperficie de E, histolytica
Inuestigacién de ta actividad bioldgica del suero de pacien-
tes con absceso hepatico smibiano. Arch., de Invest, Med. 1982
13. (sup!.,3) :281-288,

15.- Joklik, W.K.j} Witlett, H.; Amos, D.: Zinsser Microbiologfa
18a Edicidn. Ed, Fanamericzana, Argentinas 198&, P.1354-13640.



17.-

20.-

22.-

23.-

29

Kagan, 1.: The Immunology of amebiasis. Arch, de lnvest,

Med. 1973, 4 (supl.): 14%-175,

Knight, R.: Suerveys of amoebiasis. Interprestation of data
and their implications. Ann. Trop. Med. and Parasitol. 1975

£9:35-43,

Milter, M.,; Scott, F.: Serclogical tests for amoebiasis.

Br. Med. J. 1974, &: 59-40.

Morris, M.; Powell, S.; Elsdon-Dew, R.: A rapid latex agglu-
tination test for invasive amoebiacis. 5.4, Medical Journa

{970, 43 $54-595.

Morris, M.; Powell, 5.; Elsdon-Dew, R.: Latex agglutination

test for invasive amoebiasis. The Lancet 1770. 1:1362-1343

Morris, M.; Powell, S.; Elsdon-Dew, R.,: lnvasive amgehiasis:
Circulating antibody levels by Jlatex agglutination test.

S. Afr, Med. J. 1971, 45: 1206-1208.

Panchanadam, M.; Gopalan, K.; Chack, C.; Prabakar, U.; Mada-
nagopalan, MN.: Latex agglutination test for amoebiasis in
adults. The American Journal of Proctology 1971 22, No.4:

288-291 .,

Ravdin, J. I,: Pathogenezis of disease caused by Entamoeba
hictolytica : GStudies of adherence, secreted toxins, and
contact dependent cytolysis. Reviews of infectious diseases

1985 8, No.2: 247-257.



24.-

26.-

28, -

29.~

30.-

30

Sélata, R.: Ravdin, J.:Review of the human immune mechanisms
direted against E. hiztolytica. Reviews of infectious di-

seases 1986. 8. No. 2: 261-268,

Sepulveda, B.: Inmunologia de la amibiasis, Memorias de la
primera conferencia internacional sobre amibiasis, México

1976, p.78

Sharma, P.; Dutta, G.: Diagnéstico répido del absce<so hepi—
tico amibiano mediante antigeno de E. histolytica. Arch. de

Invest., tMed. 1981. 12 No. 4: $53-555.

Sodeman, W.; Dowda, C.: Rapid serological methods for the
demostration of E, histelytica activity. Gastroenterology

1973. 45: 604-607.

Trissl, D.: lmmunelogy of Entamoeba histolrtica in human and

animal hosts, Reviews of infectious diseases 1982, 4 No., é:

1154-1188,

Walsh, J.A.: Amebiasis in the world. Arch. de Invest. Med.

Mexico 1986. 17 (supl): 385-389.

Youmans, G.F.; Faterson, P.Y.,; Sommers, H.M.: Infectologfa

clinica. 2a. Edicion. Ed.lnteramericana, Mexico 1982:624-435



	Portada
	Índice
	Texto
	Conclusiones
	Bibliografía



