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INTRODUCCION.

La amibiasis es una infeccifn intestinal produ
cida por Entamoeba histolytica con una amplia dis-
tribucién mundial,se ha observado que la frecuencia

de esta enfermedad es mayor en regiones tropicales_
y subtropicales y es considerada como la segunda -
causa de muerte dentro de las parasitosis a nivel -
mundial.

En nuestro pais guarda una relacibén directa -
con las condiciones sanitarias inadecuadas,asf como

el bajo nivel sociceconSmico.

Se considera que la fuente de infeccifn y dise
minacién de la enfermedad es el hombre mismo,ya que
se transmite de persona a persona,ya sea por el fe-
calismo al aire libre,la coprofagia,por contacto -
con alimentos confaminados y agua,etc.

La informaci6n que se tiene al respecto de la_
relacitén huésped-parfsito es muy amplia y controver
tida,sin embargo existen evidencias de que el tfitu-
lo de anticuerpos no correlaciona con el estado clf
nico del paciente,también es cierto que los trofo--
20itos presentan varios mecanismos de evasibn a la_

_respuesta inmune humoral del hospedero,por lo que -
parece ser que la respuesta de anticuerpos que apa-
-rece en la amibiasis invasora no resulta ser efecti
va en la proteccibn contra la enfermedad,pudiendo -



ser la presencia de estos anticuerpos sb6lo un indi~
cador de la infeccifn invasora de Entamoeba histoly
tica.

Dada la alta incidencia de la amibiasis en . --
nuestro pais y las ineficientes pruebas de diagnbs-
tico,el presente trabajo plantea la posibilidad de_
detectar fracciones antigénicas,las cuales solas o_
combinadas pudieran ser buenas candidatas para el -
establecimiento de pruebas diagnfsticas o epidemio-
lé6gicas.



OCBJETIVOS.

Determinar la frecuencia de reconocimiento anti--
génico en sueros de pacientes con amibiasis intestinal
aguda,comparativamente con el reconocimiento antigéni-
co en una poblaci6n de individuos control.

Identificar la o las fracciones del antigeno de _
Entamoeba histolytica que son reconocidas a una mayor_
frecuencia por los suercos de los individuos estudiados.




HIPOTESIS.

El an&lisis de las frecuencias de reconocimiento_
de fracciones antigénicas de Entamceba histolytica por
sueros de pacientes con amibiasis intestinal aguda, -~
permitird la deteccibn de fracciones antigénicas Gti--
les en el diagnSstico y epidemiologfa de esta enferme~
dad.




GENERALIDADES

Amibiasis.

La amibiasis ha sido definida por la Organizacibn
Mundial de la Salud (OMS) como la condicién de alber--
gar a Entamoeba histolytica con o sin manjfestaciones_
clinicas (69) .Desde el punto de vista clinico,se le ha
clasificado en amibiasis sintomdtica y asintomitica o_
estado de portador.En el primer caso se le subdivide a

8su vez en amibiasis intestinal y extraintestinal.Den--
tro de los cuadros clinicos a nivel intestinal se le -
clasifica como:amibiasis diarr&ico~disentérica (benig~
na) ,colitis fulminante,ameboma y apendicitis aguda ( ~
formas graves) (30,62,68).

Al reunirse el comité de expertos en amibiasis,di
ferenciaron a la amibiasis en dos: amibiasis invasora_
o sintomltica;la cual presenta signos y sintomas de
amibiasis,con presencia de trofozoftos hemat6fagos en_
las evacuaciones,alteraciones de las caracteristicas -
de la mucosa intestinal (endoscopfa) y presencia de.
anticuerpos séricos anti-amibianos.La amibiasis asinto
mitica,no presenta alteraciones endoscépicas,ni trofo~
zoltos hemat6fagos en las evacuaciones y los tftulos ~
de anticuerpos anti~amibianos son nuy bajos o no exis-—
ten (60,70).

La amiba se ha clasificado dentro del reino Proc-



tista,subreino Protozoa,phylum Sarcomastigophora,sub--
phylum Sarcodina,superclase Rhizopoda,clase Lobosea,or
den Amoebida,suborden Tubulina y género Entamoeba (35),
este protozoario es un organismo unicelular que tiene_
movilidad mediante la emisifn de pseudbpodos,se repro-
duce por fisibn binaria,la forma vegetativa del pardsi
to es el trofozoifto,la forma infectante y de resisten~
cia es el quiste (57).

Epidemiologfa.

Los datos aportados por la OMS,sefialan que la ami
biasis constituye la segunda causa de muerte dentro de
las parasitosis a nivel mundial,por lo que se estima -
gque 480 millones de individuos albergan en el intesti-
no a este protozoario,de los cuales 48 millones presen
tan invasifn a la mucosa intestinal o al higado.La dis
tribucién de la infeccifn luminal.ha sido determinada_
mediante la presencia de quistes en heces,de tal mane-
ra gque la infeccibn asintomitica puede afectar desde -
el 5% al 50% de la poblacifn (70).En Mé&xico probable--
mente el 27% de la poblacifn alberga a dicho parésito_
(68) .

La frecuencia de esta enfermedad se ha observado_
que es mayor en regiones tropicales y subtropicales,--
aunque existe una gran discrepancia en los datos de --
frecuencia de la amibiasis,debida en gran parte a los_|
métodos empleados para el diagn6stico y el escaso nfime
ro de ex8menes realizados en cada caso (8).El hallazgo



de quistes en heces de Entamoeba histolytica,va de 0%_
al 55%,1la variabilidad de la frecuencia reportada pue-

de atribuirse a diversas razones tales como,el error -~
téenico en la identificacibn del guiste y a la baja -
sensibilidad de las técnicas coproparasitoscbpicas ( -
CP8}.De. los individuos infectades,la mayorfa se encoen
tran como portaderes asintomfticos y de ellos tan -~
s6lo la minorfa enferma.Los datos de prevalencia de la
amibiasis,en cuadros de diarrea aguda en nuestro pafls,
son muy variables (33,44} ,sin embargo,estudios bien -~
controlados indican que dentro de los cuadros diarréi-
cos tan sb6lo el 1% 6 2% presentan como agente etiold--
gico a este par&sito (23,28,33),estas cifras son muy -
estimativas,pero otros investigadores consideran gque -
las cifras se encuentran entre el 9% y 14% (14,44,48),
por lo tanto la tasa de infeccifn no es un indicador -
fiel para juzgar la frecuencia de la amibiasis en una__
zona geogréfica,ya que el Gnico Indice seguro para e
valuar la prevalencia de la amibiasis es el nfimero de_
casos de absceso hep&tico amibianc (AHA) (12,39},

En México la amibiasis se considera un problema -
de Salud PGblica,ya que la infeccibn se enculentra ex--
tendida précticamente en todo el pafls y en forma inde-~
pendiente de las condiciones clim&ticas,se ha visto --
que esta enfermedad guarda relaci6n estrecha con las
condiciones sanitarias,asi como el bajo nivel sociceco
némico de la poblacifn (9,46,68),por lo tanto no es ex
trafio que los indices mis altos de la amibiasis invaso
ra a nivel mundial se presenten en México (16).Las --
principales causas de muerte en la amibiasis a nivel -



mundial son el AHA y la colitis fulminante.La mortali-
dad en el AHA se encuentran entre el 2% y 10% y en la_
colitis fulminante es del 70% (70);en nuestro pais la_
incidencia del AHA es del 2.1% (22).Con la introduc---
cibén de la emetina en 1913,las cifras en la mortalidad
se han visto disminufdas y en la actualidad dichas ci~-
fras han continuado decendiendo,gracias al uso del me-
tronidazol y otros compuestos derivados (22,40),este -
decremento se ha observado principalmente en las zonas
urbanas (22).

Se considera que la fuente de infeccibn y disemi-
nacién de la enfermedad es el hombre mismo,ya que el -~
parfsito se transmite de persona a persona'y la via es
el contacto ano-mano-boca,as{ como por el fecalismo al
aire libre,la coprofagia y el contacto con cbjetos y a
gua contaminada o bien por transmisores biol&gicos (65,
68) ,

Patologfa de la amibiasis intestinal.

La variabilidad del cuadro clinico de la amibia--
sis,puede deberse a la existencia de una sola especie_
de amibas pat6genas que expresan diferentes grados de
virulencia o ,acaso,a la existencia de cepas patfgenas_
y no patégenas (41).

El 6rgano blanco en la amibiasis es el colon,en -
cuya luz los trofozoftos pueden invadir la mucosa y --
producir ulceraciones de la pared intestinal,ocasionan
do cuadros de disenterfa amibiana o bien,un dafio muy -



localizado,sin manifestaciones clinicas de la enferme-
dad.Algunas veces las amibas alcanzan los capilares, -
transporténdose con la corriente sanguinea (circula---
cibén portal),como resultado de las lesiones ulcerati--
vas en el intestino.Sin embargo puede darse en otros -
6rganos la formacién del absceso amibiano (38,40).

En nuestro pafs se han podido establecer cuatro -
formas clinicas fundamentales de la amibiasis iIntesti-
nal: a) diarreica-disentérica;se presentan evacuacio--
nes mucosanguinolentas,célico,pujo y tenesmo.La mayo--
ria de los casos sblo presentan diarrea con moco y -
sangre y en alg@inos Gnicamente diarrea;b) colitis ful-
minante,es la compliacifn m&s grave,todas las capas --
del colon presentan necrosis,generalmente con perfora-
ciones m@ltiples;c) apendicitis amibiana,puede manifes
tarse como un cuadro comln de apendicitis y es debida-
a la invasibn de este 6rgano por la Entamoeba histoly-
tica;d) ameboma,se describe generalmente como masa pal
pable y dolorosa en enfermos que sufren colitis amibia
na aguda,se localiza primordialmente en el rectosigmoi
des (15,24,30,56,68).

Respuesta inmune en la amibiasis.

Los eventos que conllevan al establecimiento y de
sarrollo de la enfermedad invasora son: la adherencia-
al moco colbnico,destruccién de las barreras intesti--
nales de proteccibn por secresibn de enzimas proteoli-
ticas o por toxinas.Lisis de cé&lulas epiteliales intes
tinales y c&lulas inflamatorias de) hospedero y resis-



tencia a los mecanismos inmunes del hospedero (40,56).

La informacibn gue se tiene al respecto de la re-
laci6n amiba-hospedero,es muy amplia y controvertida,_
ya que los trofozoftos de Entamoeba histolytica presen
tan varios mecanismos de defensa como son: agregar.,in-

gerir y desprender anticuerpos anti-amiba gque se unen_
a su superficie;por ello la respuesta inmune humoral -
del hospedero,no parece ser efectiva en la proteccibn_
en contra de la enfermedad (6,7).

En estudios seroepidemiolbgicos,se ha encontrado_
que entre el Bl% y el 100% de los pacientes con coli--
tis amibiana invasora o AHA,desarrollan anticuerpos s&
ricos de clase IgG,que probablemente corresponden a la
subclase IgG 2 (61),aungue tamblén se ha encontrado la
presencia de otras inmunoglobulinas como la IgM (1,10,
20,30,37,51,59,66) .Por otro lado se han encontrado -
anticuerpos anti-amibianos de la clase IgA en saliva -
de individuos infectados asf{ como en calostro (5,11, =~
19) ;la presencia de JgG se ha relacionado con la ami-~~
biasis invasora y aparentemente no juega un papel im--~
portante en los mecanismos de proteccifn (10,37,66,69).
Bn la amibiasis invasora,los anticuerpos especificos -~
circulantes persisten en el suerc por meses o ahos deg
pubs del tratamiento,en la enfermedad subclinica es -~
poco probable que aparezca este tipo de respuesta (59);
generalmente los tftulos m&s elevados se presentan en_
las etapas iniciales de la enfermedad invasora (25,27,
29,50) .Hay evidencias que indican que el titulo de an-
ticuerpos no correlaciona con el estado clinico del pa
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ciente (61,66).

Tanto la respuesta inmune humoral como la media-
da por células son ineficientes en la amibiasis inva-
sora.Las observaciones clinicas indican que la inmuni
dad protectora desarrollada previene la recurrencia -
del AHA.La respuesta inmune humoral no parece limitar
la infeccibn invasora o proveer de una inmunidad pro
tectora;anticuerpos y complemento pueden impedir ini-
cialmente la invasi6n en lesiones amibianas o pueden_
trabajar conjuntamente con procesos celulares inmunes
en transtornos severos.Existen evidencias que indican
que el componente aferente y eferente de la respuesta
inmunitaria mediasa por c8lulas se desarrolla después
de la amibiasis invasora y puede representar la prin-~
cipal defensa en contra del parasito por parﬁe del -~
hospedero (40,58).

La deteccifn de quistes o trofozoltos de Entamoe
ba histolytica en materia fecal o en sitios de locali
zacifn extraintestinal sigue siendo la mejor forma de
diagnosticar la enfermedad,debido a las complicacio--
nes en esta identificacibn,se han buscado algunos en
sayos inmunolégicos encaminados a la deteccién de -~
anticuerpos o antigenos derivados de la amiba,las téc
nicas empleadas en la busqueda de anticuerpos anti-a_
miba,como son: ELISA, hemaglutinacibn pasiva, inmuno--
fluorescencia indirecta,han empleado en su gran mayo-
rfa antifgeno total de amiba,siendo &ste muy heterogé-
neo en sus caracterfsticas por la forma de su extrac-
cién.Otro inconveniente es que muchos investigadores
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trabajan con diversos tipos o fracciones del antfgeno,
lo que impide hacer una comparacibén entre los resulta-
dos obtenidos por los diferentes grupos (2,7,21,25,26,
27,28,63).

En estudios epidemiolfgicos se han empleado como_
herramienta la contrainmunoelectroforesis y la hemagliu
tinacién pasiva,pero dada la discrepancia en los datos
que arrojan estas dos técnicas,se ha intentado utili--
zar la técnica de inmunéelectrotransferencia (Western_
blot),para determinar la o las fracciones antigénicas_
que son reconocidas por los sueros de pacientes con -~
amibiasis (3,4,18,42,43,45,47,49,52,53,55,57,59,64) .Se
ha demostrado que este tipo de andlisis es de gran uti
lidad en otras parasitosis (34).

12



MATERIAL Y METODOS

Individuos estudiados.

Se estudiaron 66 individuos adultos de ambos
sexos,en edades entre los 17 y 54 afios de edad;el pri
mer grupo (21 individuos) presentd un cuadro diarré&i-
co con dos semanas de evolucién y ex8@men coproparasi-
toscbpico positivo para Entamoeba histolytica (Faust)
(17) .E1l segundo (45) se emple6 como grupo control,no__
presentaron diarrea en el Gltimo mes y su ex&men -

coproparasitoscbpico fue negativo.
Los sueros se conservaron a -20°C hasta el —-
momento de su andlisis.

Preparaci6én del antfgeno.

El antigeno se prepar8 a partir de un cultivo ~-
axénico de trofozoftos de Entamoeba histolytica cepa_
HM1:IMSS en fase logarftmica de crecimlento.El medio_
utilizado fue el TYI-S-33 descrito por Diamond (13).~
Las botellas de cultivo de 50 ml (Costar,Cambridge, =
USA) se colocaron en bafo de hielo,una vez desprendi-
dos los trofozoftos,se agitaron las botellas,el conte
nido se transfirif a tubos cbnicos para 50 ml (Cos---
tar);los trofozofitos se lavaron tres veces con una sgo
lucifn amortiguadora de fosfatos 19 mM,pH 7.2,frfa -
(P.D.} y se centrifugaron a 200xg durante 10 min. a-
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4°C en una centrifuga refrigerada (Beckman.modelo - -
TJ~-6) ;al botbn se le agregaron los siquientes inhibi-
dores de proteasas: 0.05 ml de Fenil-metil~sulfonil-_
£luoruro (PMSF) 50 mM y 0.04 ml de p~hidréxi-mercuri-
benzoato (PHMB) 10 mM (Sigma Chemical Co. St. Louis =~
Mo.,USA} y 5 ml de Tris-HCl 10 mM,pH 7.5,por cada 108
trofozoltos,esta suspensibn se homogeneiz$ en un homo
genizador manual en un bafio de hielo (200 veces).El -
homogenizado se centrifugé a 8000xg durante 30 min. a
4°C en una centrffuga refrigerada (Sorvall,modelo -
RC-5B,Du Pont Instruments,Boston Ma.,USA;rotor modelo
§5-34) .Se separ6 el sobrenadante,almacenindolo en alf
cuotas de 0.5 ml a -40°C,previa determinacifn de pro-
tefnas por el m&todo de Lowry (36),a esta fraccibn se
le denomino antfgeno soluble.Al paguete restante deno
minado antfgeno insoluble,también se le determin6 la_
concentracién proteica y se le agregaron los inhibido
res de proteasas,almacenindose en alfcuotas de 0.5 ml
y a —-40°C.

Inmunoelectroforesis en gel de poliacrilamida.

Se realiz6 de acuerdo al método descrito por = -
Laemmli (31),utilizando un aparato para electrofore--
"sis vertical (LKB Broma,modelo 2001,HSI Sn. Francisco
Ca,,usa),el gel resolutor se prepard al 10% y el con-
centrador al 5%.El gel concentrador se corri6 a 18 mA,
"hasta que el frente de corrimiento emigrd al fondo -~
del gel (aproximadamente 5 hrs.).Se emplearon 0.12 mg
de la fraccifn inscluble del antfgeno y 0.01 ml de -
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marcadores de bajo peso molecular para electroforesis
en poliacrilamida-SDS,por carril.Ambas muestras se -
trataron con una solucién amortiguadora en condicio--
nes no reductoras,el gel se tifii6 con azul de Cooma-~
ssie (Bio-Rad Laboratories,Richmond Ca.,USA).

Inmunoelectrotransferencia.

Las fracciones antigénicas separadas en el gel -
de poliacrilamida-SDS,se transfirieron al papel de =~
nitrocelulosa con poro 0.45 micras (Schleicher & --
Schuell,Keene N.H.,USA) de acuerdo a la t&cnica des--
crita por Towbin (67).Para ello se utilizé fibra -
Scotch Brite 3M,sobre la cual se coloc6 una hoja de -
papel filtro,el gel,el papel de nitrocelulosa prehi--
dratado en agua destilada durante 15 min. y una hoja_
de papel filtro,de esta manera y con ayuda de los so-
portes se fijaron y se colocaron en la camara de elec
trotransferencia (TE Serie Trasphor Electrophoresis -
Unit,Sn.'Francisco,USA) llena con una solucibn amorti
guadora de Tris-Glicina 0.2 M,pH 8.3 y metanol al 12%
con el papel en direccifn al &rodo;la transferencia -
se realiz6 a 100 wvolts durante 90 min.Una vez conclu-
fda,el papel se tifii6 con una solucibn temporal de ne
gro amido al 0.01% en &cido ac&tico al 0.5% (32),du--
rante 2 & 3 min. con el objeto de verificar la cali--
dad de la misma.A continuacibn se destifii6 el papel -
con agua destilada,se lavd con una solucibn amortigua
dora de Tris-HCl 10 mM,NaCl 0.15 M,pH 7.4 y 0.02% de
NaN3 (TBS) ,durante 5 min.,el papel se cortd en tiras
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de 2 6 3 mm de ancho y se colocaron en las placas -
{Transtar-96,Costar) ,se blogquearon con TBS y leche -~
descremada al 5% (Sveltes,Nestl&,Coatepec Ver.,Méxi--
co) a 4°C durante 12 hrs. en agitacibn suave.Se hicie
ron diluciones 1:5 con los sueros control y los del
grupo de pacientes,las tiras de papel se incubaron -
con 1 ml de la dilucién de los sueros a 4°C durante -
12 hrs. en agitacién suave.Al té&rmino del tiempo,se -
lavaron con TBS (5 min.),se incubaron en agitacién -
suave y a temperatura ambiente {2 hrs.) con anti-igG,
IgA & IgM conjugadas a peroxidasas (2ymed lab. Inc, ~
Sn. Francisco Ca.,USA) .Las diluciones utilizadas en -
el caso de la anti-IgG e IgM fue de 1:1000 y para la
anti-IgA de 1:1500,en todos los casos las diluciones
fueron hechas en TBS y leche descremada al 5%.

Las tiras se lavaron tres veces (10 min.) y una_
vez con una solucién amortiguadora de Tris-HC1l 10 mM,
pH 6.8 (TB) durante 10 min.Posteriormente,para eviden
ciar la reaccibn antfgeno-anticuerpo se agregd el sus
trato,el cual consisti6 en un volumen de 4-cloro-1- -
naftol al 0.3% en metanol y cuatro volumenes de TB ,
adicionado con 0.33 ml de Hzoz por ml de mezcla,se -
de3b reaccionar por espacio de 5 a 30 min. blogqueando
la reaccibn con abundante agua destilada.

Determinacién de pesos moleculares.

Los marcadores de peso molecular conocido,como -
son: la Fosforilasa b,AlbGmina sé&rica bovina,OvoalbG-
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mina,Anhidrasa carbbnica,Inhibidor de tripsina,Lisozi
ma (Bio-Rad),se separaron en geles de poliacrilamida-
SDS junto con el antfgeno.A partir del patr6n de co--
rrimiento de estas proteinas se calculS el peso mole-
cular de las diferentes fracciones antigénicas.

Al graficar el peso molecular,contra la movili--
dad electroforgtica expresada en rf (distancia que mi
gra la proteina/ distancia total disponible para mi--
grar) se obtuvo una curva,al efectuarse la regresifn_
lineal se determin6 que la expresifn matemitica de la
curva que cruz$ a un mayor nfimero de puntos fue: -
y =a + b x donde a = ordenada al origen,b = pen---
diente,x= rf.El antilogaritmo de la ecuacifn corres--
pondibé al peso molecular de las diferentes protefnas.

Determinacién de frecuencias de reconocimiento.

La frecuencia de reconocimiento,es la frecuencia
con que cada fraccibn antigénica de Entamoeba histoly
tica transferida al papel de nitrocelulosa,reacciona_
con el suero de individuos con amibiasis intestinal -
aguda o con el suero del grupo de individuos contro--
les .El graficar estas frecuencias permite discriminar
entre el significado inmunolégico que pudiera tener -
una determinada fraccibén antigénica en las condicio--
nes estudiadas.

Los valores de frecuencia de reconocimeinto para
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cada fraccién representada en la transferencia,se ob-
tuvo a partir de un patron que incluye todas las frac
ciones antigénicas de Entamceba histolytica que apare _

cen por lo menos una vez en el papel cuando se hace -
reaccionar con cada uno de los sueros.

Las bandas fueron ordenadas por peso molecular _
(Tabla No.1l}) y se determindé la presencia o ausencia -
de &stas despufs de reaccionar con cada muestra séri-
ca estudiada.

Los valores en la grffica (Fig. 5,6A y 6B) co-~
rresponden a la suma de todos los sueros de uno de -~
los dos grupos estudiados,que reaccionaron con una -
fraceibn en particular,dividido entre el total de sue
ros pertenecientes a un mismo grupo,el resultado se -
encuentra expresado como valor porcentual.
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RESULTADOS .

En el Western blot de las fracciones antigénicas
del extracto crudo de Entamoeba histolytica,que fue--
ron previamente separadas en el gel de poliacrilamida
SDS al 10%,se observaron 53 bandas definidas con pe--
sos moleculares entre 148 y 8 Kd (Fig.l).

La reactividad de los sueros de los dos grupos -
de individuos estudiados que se muestran en la Fig.2,
3 y 4,en ambos casos se observ§ una gran heterogenei-~
dad, incluso entre los miembros de un mismo grupo,aun-
que la reactividad con los sueros controles fue menor
que en los de pacientes con amibiasis intestinal agu-
da.

Una de las cosas que saltan a la vista es que en
la Fig. 2,3 y 4 se observa una mayor reactividad con_
anticuerpos de la clase IgG que con IgAh 6 IgM.La lis-
ta de las bandas obtenidas con sus respectivos pesos
moleculares aparecen en las tablas No.l,en las Tablas
No. 3 y 4 se muestran lés bandas que fueron reconoci-
das sblo por los sueros conirol y s6lo por los sueros
de pacientes con amibiasis intestinal aguda (A.I.A.),
las reconocidas por ambos sueros se muestran en la -
Pig. 5.

Inmunogrifica.

Se empleb la grdfica de frecuencia simple para -
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comparar las dos poblaciones estudiadas,sueros de pa-
cientes con amibiasis intestinal aguda y sueros con--
troles (Fig,.5,6A y 6B).Este tipo de gr&fica nos per--
mite la identificacibn mis f4cil de las fracciones -~
antigénicas que reaccionan tinicamente con los sueros_
de pacientes,&stas se graficaron sobre el eje "X",las
que reaccionaroh s6lo con los sueros control se grafi
caron sobre el eje de la "Y" y los que reaccionaron -
con ambos sueros se localizaron entre ambos ejes (Fig.
5,6A y 6B).

Los valores mis altos obtenidos con respecto a -
la frecuencia de reconocimiento,fueron para IgG que -
provenian de los sueros de pacientes (Fig.5),en este
caso las bandas 6.7,6.8,6.4 y 4.1,cuyo peso molecular
es de:24,23,26 y 51 Kd respectivamente,fueron recono-
cidos a una frecuencia de 65% y 60%.Sin embargo las -
bandas 6.8,6.4 y 4.1 fueron reconocidas a una frecuen
cia de 10,12 y 10% respectivamente por los sueros con
trol.Una banda mds,la cual puede ser interesante es -
la 3.4 (62 Kd),8sta fue reconocida al 52% por los sug
ros de pacientes y s6lo en un 2% por los suerocs con--~
trol.Un gran nfimero de fracciones antigénicas fueron_
reconocidas por el suero de ambos.Finalmente un peque
fio ntmero de bandas fueron reconocidas exclusivamente
por los sueros control (Tabla No.4).Con respecto a -
IgA,IgM las frecuencifas de reconocimiento fueron meno
res al 40% (Fig. 6A y 6B).Ya que los valores de fre--
cuencia de recconocimiento antigé&nico encontrado en el

_grupo de pacientes no fue mayor del 65%,se probaron -
varias combinaciones de bandas reconocidas por arriba

20



del 50% en el grupo de pacientes.Este tipo de anali--
sis revels§ que la combinacibn de las bandas 3.4,4.1.y
6.7 eleva los valores de frecuencia en los pacientes_

a 91.4%,manteniendose en el 10% para la poblacifn con
trol.
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TABLA

No

.1

PESO MOLECULAR DE LAS FRACCIONES ANTIGENICAS DE Endamoeba histofytica

0.4 - 147,865
0.5 - 143,865
0.6 ~ 139,544
Q.7 - 135,569
0.8 ~ 131.708
1.0 ~ 124.313
1.2 - 117,333
1.3 - 113,992
1.4 ~ 110,617
1.6 = 104,479
1.7 ~ 101.691
1.9 ~ 95,760
2.0 = 93,305
2.1 - 90.446
2.2 - 87,768
2.4 - 82.898
2.5 ~ 80,686
2.6 - 78,297

* PESQ MOLECULRR EXPRESADO EN KILODALTONES (XD).

2.8
3.0
3.1
3.4
3.5
3.6
3.7
4.0
4.1
4.2
4.3
4.6
4.8
4.9
5.1
5.3
5.5
5.7

73.952
€9.848
67.781
62,124
60,285
58,677
56,940
52.188
50,796
49,292
47.977
43.973
41.408
40,303
38,067
35,046
33.857
31.978

5.9 -
6.0 -
6.2 -
6.4 ~
6.5 =
6.7 ~
6.8 -
7.0 -
7. -
7.4 -
1.6 ~
7.8 -
8.1 -
8.6 -
8.9 -
9.8 -
10.4 -

30,204
29,309
27.683
26.147
25.373
23.965
23.255
21,965
21.314
19,536
18,452
17.428
15,873
13,828
12.674

9,787

8.222
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0.5

0.6

0.7
0.8
1.3
1.4
1.6
1.9
2.0
2.2
2.4
2.8
6.7

TABLA No. 3

FRACCIONES ANTIGENICAS RECONOCIDAS
SOLO POR SUEROS CON AMIBIASIS INTESTINAL

l1ga

0.8
1.3
1.4

2.4
4.8
4.9
5.7
6.2
7.1
7.6
10.4



TABLA No. 4

FRACCIONES ANTIGENICAS RECONOCIDAS
SOLO POR SUEROS CONTROL.

I1g6 Igh
2,1 1.7
4.6 9.8
8.9
9.8

10.4
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TABLA No. 5

FRACCIONES ANTIGENICAS RECONOCIDAS
POR AMBOS SUERDS.

Igh IgM
0.7 9.5
1.0 2.0
1.2 2.1
1.9 2.2
2.0 2.5
2.1 2.6
2.2 2.8
2.5 3.0
2.6 3.4
2.8 3.5
3.0 3.6
3.1 3.7
3.4 4.8
3.5 4.1
3.6 4.2
3.7 4.3
3.8 4.6
4.1 5.5
. 5.7
. 5.9
. 6.4
. 6.7
. 6.8
. 8.1
. 10.4
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Fig. 1. Transferencia de antigenos de E. hisgtolytica

HM1:IMSS, A.Pesos moleculares, B.Antigeno, C.Electro-
foresis del antigeno.
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Fig. 2. Inmunoelectrotranferencia de antfgeno amibiano , sueros
control y con amibiasis intestinal aguda.La reacciébn -
fue revelada con anti-IgG acoplada a peroxidasa.
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Fig. 3 Inmunoelectrotransferencia de antfbeno amibiano,sueros
control y con amibiasis intestinal aguda.La reaccibn -
fue revelada con anti-JgA acoplada a peroxidasa,
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Fig, 4. Inmunoelectrotransferencia de antf{geno amibiano,suerocs

control y con amibiasis intestinal aguda.la reaccifn ~

fue revelada con anti-~IgM acoplada a peroxidasa.
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DISCUSION.

Algunas de las moleculas amibianas asociadas con
la pat6genicidad,capaces de desencadenar una respues-
ta inmune humoral en humanos y en modelos experimenta
les,parecen estar en su mayoria asociadas a membranas,
algunas de ellas forman parte de los factords de viru
lencia del parésito (43).

Sin embargo,no se conoce en que grado son recono
cidas por los anticuerpos séricos de pacientes con a-
mibiasis intestinal 6 extraintestinal.

Nuestros resultados demostraron que muchas frac-
ciones antigénicas de E. histolytica son reconocidas_
por el suero de los individuos controles,lo cuil no -
es sorprendente en dreas donde la amibiasis es endémi
ca como en nuestro pafs.Se ha visto que familiares de
individuos portadores del parésito o de pacientes con
enfermedad amibiana,pueden tener anticuerpos séricos_
anti-amiba (23).Por otro lado la presencia en este =~
protozoario de antigenos compartidos con otros parsi
tos intestinales,podria explicar la reactividad obser
vada en la poblacibén control.

Los datos anteriores,resaltan la gran dificultad
que existe en la interpretacifn de resultados en prue
bas inmunodiagnésticas,especialmente cuando en ellas_
se emplean extractos totales o parcialmente purifica-
dos de este par§sito. .
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La identificacibn de antigenos de E.histolytica,
que pudieran correlacionarse con la enfermedad intes-
tinal aguda,es uno de los problemas centrales en el -
estudio de la amibiasis intestinal.

El an&lisis de frecuencia de reconocimiento ---
antigénico ha demostrado ser de gran utilidad en la _
identificaci6n de antigenos parasitarios a partir de_
extractos crudos o preparados antig&nicos parcialmen-
te purificados (34).

Nuestros resultados revelan gue la respuesta de_
los anticuerpos en pacientes adultos durante la fase_
aguda de la amibiasis intestinal,es altamente hetero-
génea,esta caracterfstica ha sido documentada previa-
mente en amibiasis intestinal y absceso hep&tico ami-
biano (5,7,18,56).

El anilisis de frecuencia nos pernitié la iden--
tificacibn de siete fracclones antigénicasrlas cuales
son reconocidas preferentemente por el suero de pa---
clentes con amibiasis intestinal aguda,aunque a fre--
cuencias no mayores al 65%.La combinacién de las ban~
das 3.4,4.1 y 6.7 cuyos pesos moleculares son 62,51 y
24 Kd respectivamente Incrementa la frecuencia de re-
conocimiento al 91.4% en el grupo de pacientes,mien--
tras que en el grupo control se mantiene en el 10%.
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CONCLUSIONES.

Los contactos repetidos con amibas virulentas y no
virulentas y por otro lado, la presencia de antiqenos
en este protozoario que pudieran dar reacciones cruza--
das con otros microorganismos intestinales,dificulta el
inmunodiagnbstico,especialmente cuando en la metodolo--
gia empleada se utilizan extractos de parésitos coméle—
tos o antfgenos parcialmente purificados.

Los valores de frecuencia de las principales ban--
das reconocidas por los sueros de pacientes no son mayo
res al 65%.Es posible aumentar estos valores hasta el _
91.4% haciendo mezclas de las fracciones 3.4,4.1 y 6.7~
manténiéndose en el 10% la frecuencia en el grupo con--
trol.

Estos resultados constitiyen un primer,pero impor-

tante paso para el desarrollo de una mejor prueba inmuno
diagn6stica de amibiasis intestinal agquda.
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