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RESUMEN 

Amibiasis es ia infección en el humano causada por el parásito 

intestinal Entamoeba histolytica la cual puede manifestarse en 

forma sintomática intestinal o extraintestinal o bien ser 

asintomática. Se han propuesto muchos factores para explicar la 

variabilidad en el resultado de la interacción entre el huésped y 

el parásito. Entre éstas, está la diferencia en la virulencia de 

cepas de ~.histolytica, y algunos métodos tales como la 

determinación del patrón isoenzimático (Zimodemo), se han aplicado 

en la diferenciación de cepas de este parásito (Sargeaunt y cols, 

1978). 

Con el objeto de establecer una posible correlación entre el 

análisis del zimodemo y los datos serológicos de individuos 

infectados con el parásito intestinal ~.histolytica, se llevó a 

cabo un estudio epidemiológico transversal en la Comunidad de 

Cadereyta, Querétaro, México que es endémica para la enfermedad. se 

colectaron 2,048 muestras de heces y suero de individuos portadores 

asintomáticos. En 80 de ellos se pudo establecer el Zimodemo de las 

amibas presentes en su intestino y se determinó el titulo de 

anticuerpos por Hemaglutinación Indirecta (IHA) y el reconocimiento 

de antígenos específicos de ~.histolytica con la técnica de 

Inmunoelectrotransferencia (IET). 
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En 25 casos, se identificó un patrón de zimodemo patógeno 

mientras que en 55 un no patógeno. Los valores obtenidos por IHA en 

las muestras séricas probadas variaron de negativos a 1:256 frente 

a una dilución menor a 1:8 y no mostraron correlación con el tipo 

de zimodemo determinado. La reactividad de los sueros hacia los 

antigenos de ~.histolytica por la técnica de IET, resultó compleja 

y se observó reacción con varias proteinas del parásito 

independientemente del titulo de anticuerpos y del zimodemo del 

parásito recuperado de las heces. Entre estos componentes, los de 

165, 119, 98-100, 65, 50-52 kDa fueron los mas frecuentemente 

reconocidos independientemente del zimodemo del parásito, aunque el 

grupo de sueros de individuos con parásitos de zimodemo no patógeno 

reconoció preferentemente la proteina de 165 kDa. 
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1.1. Importancia de la amibiasis. 

El interés en el estudio de muchas enfermedades parasitarias 

se ha incrementado en los últimos 5 a 10 años, y en el caso de la 

amibiasis, las investigaciones han sido particularmente abundantes 

(Guerrant, 1986). 

La amibiasis es la infección que ocurre en el humano por el 

protozoario intestinal Ehtamoeba histolytica y, aunque las formas 

intestinales de la enfermedad son las mas frecuentes, el daño 

extraintestinal (a hígado principalmente) es la causa principal de 

morbilidad y muerte (Martínez-Palomo, 1987). 

A pesar de que los datos epidemiológicos son aún muy 

limitados, se estima en forma razonable que la amibiasis ocupa el 

tercer lugar entre las causas de muerte por parásitos y es una de 

las principales causas de morbilidad a nivel mundial (WHO, 1969). 

En algunas áreas geográficas, el parásito infecta a más del 

40% de los individuos de la población desconociéndose las causas de 

ello. En la mayoría de los individuos, .;;_. histolytica vive como 

comensal innocuo. En un pequeño porcentaje (1-10%), este parásito 

por mecanismos que actualmente están en investigación, puede causar 

enfermedad al invadir la mucosa del colon o diseminarse hacia otros 

órganos. 

Un aspecto de importancia en el control de la amibiasis es el 

estudio de la respuesta inmune que se activa en el individuo 

infectado. La inducción de inmunidad protectora funcional en la 

amibiasis humana aún no se ha demostrado satisfactoriamente. Sin 
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embargo, se ha observado la producción de anticuerpos específicos 

en la amibiasis invasora (Kotcher', 1S70; Elsdon-Dew, 1970; Krupp, 

1970; Juniper y col, 1972; Mahajan y col, 1972 y Patterson y col, 

1980), de ahí que ias pruebas serológicas resulten muy importantes 

para su diagnóstico. 

En los últimos 25 años se ha difundido el uso de técnicas 

inmunológicas para el diagnóstico de la amibiasis que resultan 

útiles no solo para el diagnóstico clínico de la enfermedad, sino 

también para el estudio epidemiológico de la misma (Healy, 1988). 

En la actualidad los principales esfuerzos se han centrado en 

la identificación de moléculas que resulten específicamente 

antigénicas y que puedan ser empleadas en dichas pruebas 

inmunológicas, permitiendo establecer una correlación con el estado 

del paciente y la gravedad de la infección. 
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1.2; Biología de Entamoeba histolytica 

El género Entamoeba incluye muchas especies relacionadas con 

el humano: E.histolytica (Schaudinn, 1903); E.hartmanni (Von 

Provazek, 1912); E.coli (Grassi, 1879; Hickson, 1909) y E. 

gingivalis (Gros, 1849; Smith y Barret, 1914), de éstas, sólo 

E.histolytica es causante de enfermedad. 

La clasificación d• las especies de Entamoeba se basa en el 

número de núcleos en la fase de quiste maduro, que pueden ser ocho, 

cuatro o uno. En el grupo de amibas con quistes tetranucleados 

encontrarnos a E.histolytica que se diferencia de E.hartrnanni, cuyo 

quiste tiene también 4 núcleos porque ésta tiene un diamétro menor 

a 10 µm, además de ser no patógena. También existe la cepa Laredo 

de E.histolytica que es también no patógena y crece a temperatura 

ambiente, y a E.rnoshkovskii que es una amiba de vida libre. Estos 

caracteres, aunados a otros de tipo morfológico, permiten una 

diferenciación con E.histolytica, organismo de interés en este 

estudio. 

Dos de los aspectos más interesantes en la biología de 

.i;;. histolytica son la inexplicable variabilidad en su potencial 

patogénico y la restricción por áreas geográficas de la forma 

invasora de la amibiasis, a pesar de la distribución mundial del 

parásito (Sargeaunt, 1988). En un ambiente adecuado en colon, el 

parásito sobrevive y generalmente permanece en la luz corno un 

comensal, donde se multiplica y forma quistes sin producir un 

efecto patológico evidente. En algunas ciudades desarrolladas, sin 
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embargo, una infección en el humano con esta especie de Entamoeba 

se asocia comúnmente con la forma invasora de la enfermedad 

manifestada como disenteria amibiana y/o amibiasis hepática. 

La etapa quis'tica< 1> es la forma infectante para el hombre, ya 

que es altamente resistente a la destrucción por los factores 

ambientales y puede permanecer viable por muchas semanas, en 

presencia de humedad. 

cuando los quistes alcanzan el intestino delgado, 

desenquistan<2>, liberando una amiba tetranucleada, la cual 

probablemente se divide, aportando un sólo núcleo a ocho 

trofozoitosª>. Estos trofozoitos son móviles y se adhieren a la 

superficie del intestino, principalmente en las áreas de estasis 

del colon y proliferan por división asexual <4> (Figura 1). 

Las formas del parásito que se encuentran en los tejidos son 

llamadas trofozoitos<4
•5 >, éstos son las formas "comedoras" móviles 

con un sólo núcleo y pseudópodos. Los trofozoitos, arrastrados en 

la materia fecal, son estimulados a enquistarse en colon<6>, con la 

formación de barras cromatoidales, una pared quistica y hasta 4 

núcleos<?>. En las heces disentéricas o diarréicas debido al corto 

tiempo de tránsito, no se permite la formación de quistes y los 

trofozoitos pueden ser expulsados en la materia fecal <5 >. 

Los trofozoitos no juegan ningún papel en la transmisión de la 

enfermedad, excepto en la amibiasis cutánea, ya que su inmersión en 

agua o bien su desecación, resulta en una rápida destrucción de los 

mismos. Esta forma es la responsable de producir la patología en 

los tejidos. 
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FIGURA 1. CICLO BIOLOGICO DE ~.histolytica. 

RYC/90 

(1) Quiste tetranucleado (forma infectante), (2) Pérdida de quitina 
en fase de desenquistamiento, (3) Trofozoitos Jovenes, (4) 
Reproducción asexual de trofozoitos, (5) Invasión a mucosa 
intestinal y diseminación, (6) Quiste "no patógeno" en la luz del 
intestino, (7) Quiste en heces, (8) Trofozoitos en heces, (9) 
Contaminación de vegetales con aguas negras, (10) Contaminación de 
alimentos por malas condiciones de higiene. 
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No se reconocen reservorios en la naturaleza involucrados en 

la epidemiología de la amibiasis humana, aunque se han estudiado 

primates infectados. Los únicos reservorios para la infección del 

hombre son los huéspedes humanos asintomáticos o portadores, los 

cuales continuamente eliminan quistes que accidentalmente llegan a 

los alimentos o son ingeridos cuando las condiciones de higiene son 

precarias<9, 10>. 

Un estudio detallad~ del ciclo biológico de li.histolytica fue 

hecho por Dobell en 1928 a partir de un cultivo de una amiba 

obtenida de un mono; pero más recientemente Baker y col ( 197 2) 

caracterizaron el ciclo reconociendo el proceso de enquistamiento 

en amibas mantenidas en cultivo axénico. 

Aspectos moleculares. Los trofozoítos de li.histolytica son 

anaerobios facultativos, requieren de un pH bajo (6-6.5) y un medio 

de cultivo complejo para su crecimiento. Son uninucleados, poseen 

una membrana doble de 120 A, una área denominada uroide con 

vesículas hacia el exterior de la membrana celular, la cual está 

rodeada por un glucocálix externo velloso de 20-30 nm de grosor. 

li.histolytica tiene estructuras tipo filamentos y actina, pero 

no hay microtúbulos citoplásmicos evidentes ni mitocondrias. La 

carga de superficie negativa parece ser menor en los trofozoitos 

patógenos, los cuales también han mostrado que poseen receptores 

para la Concanavalina A (Martínez-Palomo, 1973) . 

Los organismos carecen de: citocromos, vía metabólica clásica 

de Embden-Meyerhof, retículo endoplásmico rugoso, tubulina 
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citoplásmica y aparato de Golgi; tienen un sistema malato­

deshidrogenasa, alcohol deshidrogenasa y una capacidad limitada 

para consumir mas del 5% de o
2 

(siempre y cuando sus proteínas 

hierro-azufre estén intactas y sus agentes reductores tales corno la 

cisteina y el ácido ascórbico existan) . Contienen también 

glucógeno, vacuolas digestivas, ectoplasma, endoplasma y cuerpos 

helicoidales de ribosornas, los cuales se asocian y forman los 

cuerpos crornatoidales. Lbs estudios de microscopia electrónica de 

transmisión y de barrido han revelado que este protozoo anaerobio 

es alargado y tiene polaridad, su superficie es irregular y 

presenta muchas vacuolas lisosomales fagociticas que se tiñen con 

fosfatasa ácida (Weinbach y col, 1976; Kettis y col, 1977; 

Martinez-Palomo y col, 1974, 1982; WHO, 1981). Se han demostrado 

carbohidratos, lipidos y proteínas como componentes en la membrana 

plasmática y quitina en la pared quística. 

Factores de patogenicidad. Por más de cinco décadas, los expertos 

en amibiasis han tratado de explicar el comportamiento peculiar de 

~. histolytica -frecuentemente como comensal y menos comúnmente 

como invasor- en base a 3 hipótesis diferentes: l) ~.histolytica 

es una sola especie que siempre produce ulceración intestinal, lo 

cual puede o no dar manifestaciones clínicas (Teoría unicista); 2) 

~. histolytica comprende a 2 especies diferentes de amibas que 

morfológicamente son similares y sólo una de las cuales es patógena 

(Teoría dualista) y 3) la especie ~.histolytica está compuesta por 

un número desconocido de diferentes cepas que pueden actuar como 
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comensales en intestino (estado de portador o amibiasis luminal) o 

como patógenos que producen ulceración del intestino grueso y dan 

lugar a síntomas (amibiasis invasora) (Teoría pluricista) (Orozco 

y col, 1988). 

Bajo condiciones en las cuales los portadores son 

seleccionados en base a la historia clínica negativa, ausencia de 

lesiones macroscópicas mostradas por rectosigmoidoscopia y 

serología negativa, los aislados de E.histolytica han mostrado que 

no son patógenos en animales de experimentación (Tanimoto-Weki y 

col, 1973). 

Aunque estos y otros estudios han demostrado que las cepas de 

portadores difieren de las cepas invasoras, no hay aún suficientes 

evidencias que permitan separarlas como especies diferentes. El 

aislamiento reciente de un gran número de cepas de varias regiones 

geográficas, seguido por un estudio del patrón isoenzimático, han 

apoyado la hipótesis de que cepas invasoras y de portadores 

corresponden a especies diferentes, pero las enzimas que se 

estudian participan en la vía glucolítica del metabolismo del 

parásito y no juegan ningún papel en la patogénesis. 

La clasificación de especies de Entamoeba en base a tal patrón 

isoenzimático fué iniciado por Reeves y Bischoff (1968) empleando 

un sistema de electroforesis en acetato de celulosa. Asimismo, 

Sargeaunt y col han llevado a cabo numerosas investigaciones en las 

cuales han aplicado tales técnicas para el estudio de isoenzimas de 

aislados de E.histolytica obtenidas de diferentes continentes 

(Sargeaunt y col, 1978, 1979, 1980a y b, 1982a y b, 1984). En base 

-9-



a esto, hasta la fecha se han considerado los siguientes aspectos: 

a) Las especies de amibas recuperadas del intestino de humanos se 

pueden caracterizar en base a su patrón isoenzimático; b) se han 

identificado un total de 22 zimodemos diferentes para cepas de 

~.histolytica obtenidas de diferentes áreas del mundo c) las amibas 

recuperadas de muestras de heces de casos bien caracterizados de 

amibiasis invasora (disenteria amibiana o amibiasis hepática) se 

agrupan en 10 patrones lsoenzimáticos diferentes (II, IIa-, VI, 

VII, XI-XIV, XIX y XX). Estos están definidos por la presencia de 

una banda beta y la ausencia de una banda alfa en la enzima fosfo­

glucomutasa y por una banda avanzada en la enzima hexocinasa a 

excepción del patrón XIII; d) todos los demás zimodemos (I, III-V, 

VIII, IX, X, XV-XVIII) se encuentran en las amibas aisladas de 

portadores asintomáticos; e) en paises tales como sud-Africa donde 

hay una alta prevalencia de amibiasis luminal (19.5%), el 

porcentaje de portadores infectados con ~.histolytica que expresan 

un patrón patogénico es bajo (alrededor del 0.9%) (Sargeaunt, 

1988). 

Estos hallazgos parecen apoyar la hipótesis de Brumpt (1925) 

de que la amibiasis invasora, una importante causa de morbilidad en 

algunas partes del mundo, es causada por una especie de amiba que 

biológicamenete es distinta de las amibas no patógenas, que tienen 

distribución mundial. 
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1.3. Epidemiología de la amibiasis. 

a) Prevalencia. Las infecciones por E.histolytica están 

ampliamente distribuidas y producen una enorme carga de enfermos y 

muertes por colitis y amibiasis hepática. En algunas ciudades como 

México la amibiasis se cataloga entre las primeras 10 causas de 

muerte; mundialmente sólo la malaria y la esquistosomiasis causan 

un mayor número de muertes (Walsh, 1986) . 

El conocimiento sobre la magnitud y la epidemiología de esta 

infección se ha visto limitado por la carencia de pruebas 

confiables de diagnóstico. Considerando esto, las mejores 

estimaciones sugieren que en 1984 probablemente 500 millones de 

personas estaban infectadas con E.histolytica y 40 desarrollaron 

colitis incapacitante o abscesos extraintestinales. Al menos 40,000 

muertes, durante ese año, se atribuyeron a la amibiasis (Walsh, 

1986). Aún cuando falta mucho por aprender de la epidemiología de 

este padecimiento, el desarrollo de procedimientos de diagnóstico 

específicos y sensibles contribuirá de manera importante a este 

estudio. 

La amibiasis intestinal existe casi universalmente, pero con 

la localización geográfica difieren la prevalencia de la infección 

y la incidencia de la enfermedad, probablemente porque la 

transmisión y la invasividad varían bajo diversas condiciones 

ecológicas y sociales. La ausencia de trabajos publicados sobre 

amibiasis en algunas áreas específicas del mundo (por ejemplo 

Afghanistán, Etiopía y otros) probablemente refleje la falta de 
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interés por parte de los médicos por investigar el padecimiento, 

más que la ausencia del parásito en la región. Los estudios 

parasitológicos y seroepidemiológicos de varias partes del mundo 

tienen muchas limitaciones, de tal forma que se hace dificil su 

comparación entre ellos debido a las diferencias en los 

& procedimientos metodológicos usados en el diagnóstico de la 

infección, como por ejemplo en el manejo de la materia fecal, su 

recolección, concentraci~n, tinción y cultivo. La habilidad del 

observador para interpretar los resultados de los diferentes 

procedimientos serológicos que actualmente existen como la IHA, 

inmunofluorescencia indirecta (IFI), inmunoensayo enzimático 

(ELISA), inmunoelectroforesis (EFI), inmunodifusión (ID), CIEF, 

fijación de Complemento (FC) y Aglutinación con partículas de Látex 

(AL), entre otras. Estas técnicas también presentan diferencias en 

cuanto al antígeno empleado, el titulo de anticuerpos considerado 

como positivo, la persistencia de anticuerpos en el individuo, 

entre otras cosas (Walsh, 1986). Otros aspectos que hacen dificil 

una comparación entre los estudios existentes es el error en la 

selección de la muestra de la población así como la dificultad de 

identificar cepas patógenas. 

b) Transmisión. Los requisitos para que ocurra la transmisión 

se pueden cumplir en todos los tipos de ambientes, ya que el 

organismo tiene prácticamente una distribución mundial. El fenómeno 

de transmisión se puede analizar describiendo los factores tanto 

del parásito como del humano que afectan. 

Entre los factores del parásito se considera que la etapa 
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infecciosa es el quiste tetranucleado que puede sobrevivir en 

ambientes líquidos y húmedos por largos periodos de tiempo. Por 

otro lado, los trofozoitos no son importantes en la transmisión 

puesto que son e"xtremadamente sensibles al ambiente y mueren 

rápidamente ante cualquier cambio en el mismo, como puede ser la 

desecación, la digestión enzimática de estómago e intestino. Por lo 

tanto, aquellos individuos en fase aguda que excretan 

principalmente trofozoitbs, no son los transmisores importantes de 

~.histolytica al igual que los individuos que padecen amibiasis 

hepática puesto que raramente excretan un número considerable de 

quistes. 

Finalmente, los quistes inmaduros parecen sobrevivir menos en 

el medio que los quistes maduros tetranucleados, aunque se 

requieren estudios más completos al respecto. 

El análisis de los factores del huésped que determinan que la 

transmisión ocurra, conduce a analizar la capacidad del humano para 

ser reservorio, así como la susceptibilidad a la infección, la cual 

parece general, aunque factores socioeconómicos, nutricionales y 

los inherentes al parásito pueden influir en la invasión tisular y 

la subsecuente morbilidad. Las infecciones experimentales en el 

hombre con ~. histolytica se han producido con inóculos de 2-4 mil 

quistes administrados por vía oral (Beaver, 1956). Sin embargo, 

existen evidencias de que se puede producir también con un sólo 

quiste (Walker y col, 1913). Una vez ingeridas las formas 

infectantes, en aproximadamente cinco días empiezan a excretarse 

quistes maduros. En este caso, el periodo medio de incubación es 
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mucho mayor, por lo que se dice que éste depende del tamaño del 

inóculo. 

Se reconoce que un portador asintomático puede excretar más de 

15 millones de quistes por día. Esto varia diariamente, pues las 

muestras de heces de individuos portadores crónicos son positivos 

unos días y otros no y en estos casos sólo una proporción de 

quistes son tetranucleados y maduros. La infección crónica puede 

perdurar por largos periodos de tiempo (Healy, 1986). 

La provisión de agua de buena calidad que ha sido filtrada y 

tratada químicamente, probablemente no afecta de manera importante 

la diseminación de quistes, puesto que la mayor proporción de 

infecciones ocurre a través de alimentos contaminados. Para reducir 

la transmisión probablemente sea más importante aumentar la 

cantidad de agua como un prerrequisi to para mejorar la higiene 

antes que mejorar su calidad. Con una mejor higiene personal se 

tendría menos contaminación de manos y alimentos. Se ha demostrado, 

que el mejoramiento en la higiene personal y doméstica reduce la 

tasas de incidencia de diarreas infecciosas al 14-48% (Denta y col, 

1977). En este aspecto se han realizado muchos estudios para medir 

tal reducción en la tasa de infección por Shigella, sin embargo, 

aún no se han realizado estudios que analicen específicamente la 

incidencia y prevalencia de la amibiasis. 

De los factores del ambiente, se considera la temperatura y el 

clima. Se conoce que los quistes de ~. histolytica son sensibles 

a temperaturas mayores de 34ºC y a los efectos de la luz solar y la 

desecación (Feachem y col, 1983). 

-14-



1.4. Manifestaciones clínicas. 

Los síndromes clínicos que resultan de la interacción de los 

factores del huésped con los del parásito varían desde una 

infección asintomática, una enfermedad intestinal invasora que 

puede diseminar a piel u otros órganos, o bien una forma 

persistente o crónica. 

a: Infección asintomática (colonización luminall. La gran 

mayoría de las infecciones en humanos con E.histolytica (80-99%) 

son asintomáticas. Estas infecciones usualmente se detectan al 

practicar un examen de rutina de heces por la excreción de quistes 

o bien en un examen serológico. Se ha detectado que 2-40% de la 

población excreta quistes (Elsdon-Dew, 1968; Meerovitch y col, 

1978), lo cual depende de la zona y del nivel de sanidad e higiene 

de la misma. 

b: Infección sintomática limitada a colon. Cuando ocurre la 

invasión a mucosa intestinal, lo más frecuente es que sea en colon 

ascendente, rectosigrnoides y apéndice. Las lesiones ocasionadas por 

el parásito se localizan a través de las capas de mucosa y tienen 

la apariencia de úlceras en forma de matraz y pueden identificarse 

como áreas ligeramente elevadas en un punto amarillento con 

hemorragia petequial. 

El periodo de incubación es de una a 4 semanas pero puede ser 

tan prolongado como un año (Bundesen y col, 1936; Craig, 1917). El 
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inicio puede ser insidioso con dolor en la parte inferior del 

abdomen o bien ser evidente con diarrea simple, diarrea 

sanguinolenta, disenteria (con o sin tenesmo) o tifloapendicitis. 

El riesgo de una enfermedad más seria y fulminante se ha 

asociado con los primeros años de vida, embarazo, desnutrición, 

enfermedad sistémica subyacente y terapia con corticosteroides. 

En la forma moderada de la enfermedad el inicio puede ser 

gradual y la diarrea moqerada con síntomas generales ligeros. El 

tenesmo de la disenteria amibiana es usualmente menos severo que el 

de la disenteria bacilar (shigelosis) . 

En ciertas regiones tales como México y Venezuela, 2-15% de 

todos los casos de diarrea aguda en niños que requieren 

hospitalización, están asociadas con una infección por 

~.histolytica (Gutiérrez-Trujillo, 1979; Romer y col, 1978). En un 

proceso de disenteria amibiana, la leucocitosis sistémica es común 

pero en heces estas células pueden aparecer picnóticas o bien no 

existir, probablemente por el efecto letal del parásito sobre los 

leucocitos. 

Se ha reconocido que 1-4% de los casos pueden desarrollar 

complicaciones al cursar con una amibiasis intestinal siendo las 

más comunes la perforación intestinal y la subsecuente colitis 

fulminante. Algunos individuos pueden desarrollar una masa 

inflamatoria en colon, llamada ameboma, que radiográficamente 

resulta indistinguible del carcinoma. Ocasionalmente, la infección 

puede extenderse a partir de una colitis severa a la región 

perianal, perineal o a pene. otra complicación menos común de una 
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rectocolitis amibiana es un intesti'no .crónico irritable, él cual se 

conoce como colitis ulcerativapost.,-disentérica. 

c: Amibiasis extraintestinal. La amibiasis extraintestinal 

puede desarrollarse junto con la disenteria amibiana. El momento de 

su aparición puede variar desde unos cuantos meses hasta años 

después de iniciada la disentería (Adams v col, 1977a y b). En más 

de 50% de los casos, phede no estar asociado con una historia 

clínica de amibiasis intestinal. El hígado es el órgano al que mas 

comunmente se disemina la infección. Los síntomas que se presentan 

pueden involucrar pérdida de peso, adelgazamiento y fiebre 

moderada, o bien, una enfermedad febril aguda asociada con dolor 

vago en el cuadrante superior derecho, dolor a la palpación entre 

las costillas o malestar pleurítico referido al hombro derecho. Es 

frecuente ver anemia, leucocitosis, concentración elevada de 

fosfatasas y transaminasas. Es rara la hepatitis. El diagnóstico se 

realiza comunmente en base a la sintomatología que refiere el 

paciente, apoyada en una cuenta alta de leucocitos y existencia de 

lesiones ocupantes en hígado demostrado por alguno de los 

siguientes métodos: radiografía de tórax, gammagrafia, ultrasonido 

o tomografía axial computarizada las cuales muestran que se trata 

de un sitio ocupante único (78%) en el lóbulo derecho (77%) (Cuarón 

y col, 1972). 

En algunos casos, puede presentarse una extensión directa o 

metastásica al espacio pleural o pericardio o bien a sitios mas 

distantes como cerebro, pulmón o riñón (Guerrant, 1986). 
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2. ANTECEDENTES ESPECIFICOS 

-18-



2.1. rnmunologia de la amibiasis. 

Aunque se reconoce que Entamoeba histolytica induce ambos 

tipos de respuesta inmune (humoral y celular), aún no se ha 

establecido que mecanismos del huésped . son responsables de la 

limitación de la invasión por las amibas y cuales lo protegen de 

una infección invasora recurrente (Trissl, 1982). 

Dentro de los eventos celulares que ocurren durante la 

infección se pueden enlistar los siguientes: 1) adherencia a la 

mucosa de colon resultando en colonización intestinal, 2) ruptura 

de la barrera intestinal por enzimas o toxinas proteoliticas de 

secreción, 3) lisis de células epiteliales y células de respuesta 

inflamatoria del huésped que resultan en ulceración de colon e 

invasión a tejidos mas profundos o a un órgano distante (por 

ejemplo hígado) y, 4) eficiencia de los mecanismos de defensa 

inmune del hospedero. 

a) Mecanismos de defensa inmunes y no inmunes. Se ha 

reconocido que el microambiente en el que se desarrolla ~· 

histolytica cuenta con diferentes factores que determinan en mayor 

o menor grado el que invadan o no el intestino. Entre estos 

factores se describen pH, moco y flora intestinales, potencial 

redox, tensión de oxigeno, tipo de metabolitos y anticuerpos 

sintetizados localmente. 

i) Mecanismos no inmunes: Tradicionalmente se ha pensado que 

las bacterias promueven el comensalismo de las amibas (Ravdin, 

1988). Existen varias observaciones que apoyan la idea de que 
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existen cepas que pierden su resistencia al complemento durante el 

proceso de axenización (Gillin, 1988), mientras que al reasociarlas 

con una bacteria, como por ejemplo con Escherichia coli, pueden 

recuperar su resistencia a complemento y hacerse más virulentas. 

Por otro lado, en 1984 Bracha y col observaron que al axenizar 

amibas en presencia de una tensión baja de oxigeno, éstas se hacen 

más virulentas. Las bacterias afectan también las condiciones 

fisiológicas y nutricionales del intestino y por ello pueden 

modificar las tensiones de o2 y el potencial redox, produciendo 

grandes cantidades de diferentes metabolitos como ácidos grasos de 

cadena corta, co2 , H2 y otros ácidos como el succinico y el láctico 

(Roediger, 1982). 

Las bacterias también pueden afectar el establecimiento de las 

amibas al competir con éstas por el hierro (Fe). Diamond y col 

(1978) proponen que la capacidad fijadora de las bacterias y los 

niveles bajos de Fe, pueden representar un mecanismo potencial de 

resistencia en el cual al secuestrar éstas al Fe limitan el 

crecimiento de las amibas. 

En la luz del intestino, ~.histolytica está expuesta a muchos 

productos de la digestión del huésped, como el colesterol, el cual 

se ha observado que incrementa su virulencia (Martinez-Palomo, 

1982; Sharma, 1959; Biagi y col, 1962; Gargouri, 1967). 

Por otro lado, se ha propuesto que la leche contiene una 

lipasa que es estimulada por las sales biliares, la cual produce 

diversos productos que son tóxicos para ~.histolytica (Gillin y 

col, 1983, 1985, 1988) . 
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Respecto al papel que desempeña el moco en la amibiasis, se ha 

observado un mecanismo protector al atrapar trofozoitos e impedir 

su adhesión a las células del epitelio intestinal bloqueando 

receptores de alta afinidad. Se ha demostrado que el moco posee 

ácido siálico, el cual resulta quimiotactante para este parásito 

(Bailey, 1982) además de N-acetilglucosamina y N­

acetilgalactosamina. Sin embargo, g.histolytica posee la enzima N­

acetilglucosaminasa con 'lo cual puede destruir esta barrera del 

intestino (Lundblad y col, 1981). Estos datos sugieren la necesidad 

de determinar si g. histolytica se ve favorecida o no con los 

efectos del moco sobre los trofozoítos. 

ii) Mecanismos inmunes: Poco se sabe respecto al papel que 

desempeñan los factores inmunes humorales de intestino que se 

producen como resultado de la presencia de .i;;.histolytica; sin 

embargo, se han podido detectar coproanticuerpos por medio de IHA 

en títulos que varían de 1:128 a 1:1024 en el 80% de los pacientes 

con amibiasis (Sharma y col, 1978). En un trabajo de Acosta y col 

(1982), se demostró que los anticuerpos presentes en el contenido 

intestinal en ratas inmunizadas con trofozítos corresponden a Igs 

tipo A, la cual también se ha demostrado en calostro. 

Existe gran dificultad para estudiar la respuesta inmune 

intestinal y su relación con la infección por g.histolytica, pues 

falta aún reconocer su papel protector in vivo y de igual forma hay 

pocos estudios acerca de la interacción de este parásito con las 

células que participan en la respuesta inflamatoria. Aún cuando se 

ha descrito que las amibas pueden destruir leucocitos in vitre, 
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estas células también pueden destruir .in vit-ro a las amibas 

(Guerrant, 1981; Martínez-Palomo, 1982). 

En la disenteria causada por bacterias, se ha demostrado que 

se estimula una respuesta inflamatoria vigorosa con presencia de 

leucocitos en tejido y heces; por el contrario, la respuesta 

inflamatoria que se genera en la amibiasis intestinal es moderada 

o ausente (Biagi y col, 1961). Realmente no se sabe si dicha 

respuesta es moderada 'o si las células que participan son 

destruidas por las amibas. Algunos estudios histopatológicos han 

demostrado la presencia de amibas cercanas al foco de lisis 

epitelial y frecuentemente se les observa con eritrocitos ingeridos 

y en estrecho contacto con las células inflamatorias de la 

superficie del epitelio intestinal, tales como polimorfonucleares 

y eosinófilos ingeridos y destruidos por la amiba. Estas células se 

observan en las lesiones tempranas de amibiasis intestinal, 

posteriormente pierden sus características de tinción y /o son 

destruidas por las amibas (Prathapk y col, 1970; Griffin y col, 

1971). 

Aún no se ha dilucidado completamente el tipo de interacción 

que ~.histolytica establece con elementos inespecíficos del sistema 

inmune en la luz del intestino con el moco y los compartimentos 

tisulares, a pesar de la importancia obvia para conocer más de la 

biología del organismo y de la fisiopatología de la enfermedad 

(Gillin, 1988) . 

b). Respuesta inmune celular. Estudios de Stern y col en 1984, 

con un modelo experimental usando ratones desnudos a los que se 
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indujo amibiasis hepática, han resaltado 

macrófago como una célula efectora critica 

la importancia del 

del huésped. Estas 

observaciones in vivo han indicado que los mecanismos inmunes 

mediados por células fueron responsables en la limitación de la 

diseminación por metástasis o por contigüidad de la amibiasis 

hepática así como de proveer protección contra su recurrencia. 

Estos modelos han servido de base para todos los estudios que se 

han llevado a cabo en humanos. 

Guerrero y col (1976) demostraron que los linfocitos de 

pacientes recuperados de amibiasis hepática son citotóxicos para 

los trofozoitos de ~.hístolytica, posiblemente por algún producto 

celular secretado, ya que el sobrenadante de los linfocitos 

obtenidos después de la incubación con antígenos amíbíanos, fue 

amebicida. 

Asimismo, estudios in vitre han demostrado que puede ocurrir 

citólisis celular dependiente de anticuerpos por monocitos al 

recubrir los eritrocitos con antígenos amibiano en presencia de 

suero inmune, lo que no ocurre con las células mononucleares 

(Stemberger, 1978). Los macrófagos, a través de mecanismos 

oxidativos y no oxidativos parecen estar involucrados en la muerte 

celular (Murray, 1981). Este autor había reportado previamente un 

efecto deletéreo de los radicales oxidativos (H202 ) sobre los 

trofozoítos de g.histolytica. 

Sala ta y col ( 1984) observaron la muerte de trofozoí tos 

amibianos por monocitos derivados de macrófagos, activados con Con 

A o con fitohemaglutinina (PHA) y al añadir suero inmune no se 
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potenció la muerte de las amibas, lo cual parece indicar que es un 

proceso independiente de anticuerpos. Estudios por microscopía, de 

cinética y de adherencia demuestran la necesidad de contacto para 

que la muerte celular ocurra. 

En estudios in vitro se ha podido demostrar que los linfocitos 

T citotóxicos son capaces de destruir trofozoítos de E.histolytica 

patógenos. En estudios con anticuerpos monoclonales contra OKT8 y 

complemento, la actividad amebicida de los linfocitos T citotóxicos 

estimulados con PHA se vió completamente abolida, lo que sugiere 

que el fenotipo T8 es el responsable de la actividad amebicida 

(Salata, 1984). 

En la Figura 2 se muestra un modelo que Salata y Ravdin, 

( 1986) proponen para explicar la posible participación de la 

respuesta inmune celular en la amibiasis invasora. 

Estudios recientes demuestran que el interferón gamma (INF­

gamma) es una linfocina involucrada en la activación de los 

linfocitos mononucleares para la muerte o inhibición del 

crecimiento intracelular de numerosos organismos tales como los 

siguientes protozoarios parásitos: Toxoplasma gondii, Leishmania 

donovani y Trypanosoma cruzi (Murray y col, 1983; Pfefferkorn y 

col, 1984; Wirth y col, 1985). Salata y col (1987) examinaron el 

papel del INF-gamma in vitro en la activación de macrógafos 

derivados de monocitos como responsables de la muerte de 

trofozoítos de amibas patógenas. Al añadir anticuerpos anti-INF­

gamma se inhibió en gran medida, aunque no completamente, la 

capacidad de la con A o de otras linf ocinas inducidas por antígenos 
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FIGURA 2. DIAGRAMA SOBRE LAS VIAS AFERENTES Y EFERENTES DE LA 
INMUNIDAD MEDIADA POR CELULAS EN LA AMIBIASIS INVASORA. En el 
esquema propuesto por Salata y col (1986) los antígenos amibianos 
se presentan directamente a celulas T (LT) (A) o bién después de 
ser ingerido (B) y procesado (C) por macrófagos. Esta interacción 
produce cambios en la subpoblación de LT con un incremento en las 
subpoblación supresoras/ citotóxicas (D) y un decremento en la 
subpoblación ayudadora/inductora (E). La sensibilización de LT 
resulta en proliferación (F). Ambos eventos se asocian con 
producción de linfocinas (G), particularmente INF-r, que actúa 
sobre macrófagos (H). se ha demostrado actividad contra 
~.histolytica (H) por los macrófagos activados (I) y por los LT 
citotóxicos (J). 
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amibianos para activar a los macrófagos que destruyen al parásito. 

El análisis de diferentes pruebas que valoran la inmunidad 

celular tales como la reacción intradérmica, la prueba de la 

inhibición de macrófagos y la transformación blastogénica hechas 

por Sepúlveda y col (1982) indican que los anticuerpos circulantes, 

el complemento y la inmunidad mediada por células participan en la 

defensa especifica de especie contra la invasión de E.histolytica. 

Los eventos en la secuencia de la respuesta inmune sugieren que la 

inmunidad celular se desarrolla después. Esto puede indicar el 

papel de la respuesta inmune mediada por células en la resistencia 

a la reinfección por E.histolytica. 

c) Respuesta inmune humoral. Se desconoce con detalle el papel 

que desempeñan los anticuerpos que se generan en el huésped en 

contra de E.histolytica, aunque se han observado anticuerpos 

antiamibianos específicos tanto locales como sistémicos durante una 

amibiasis invasora en el humano (Salata, 1988a y b). Además, el 

inicio de la enfermedad se ha asociado con niveles elevados de 

anticuerpos séricos (Krupp, 1970; Healy y col, 1970). se ha 

demostrado que estos sueros son capaces de causar la muerte a los 

trofozoitos mediante la activación del complemento. 

En estudios seroepidemiológicos, 80-100% de los pacientes con 

infección invasora de colon o amibiasis hepática desarrollan 

anticuerpos antiamibianos específicos para E.histolytica del tipo 

IgG (Thompson y col , 1968; Kessel y col, 1965; Junniper y col, 

1972; Patterson y col, 1980; Krupp, 1970 y Kotcher y col, 1970). 

Por otra parte Thompson y col en 1970, consideraron que los 
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individuos con infección colónica asintomática, en una frecuencia 

muy baja, desarrollan una respuesta inmune que resulta en la 

producción de anticuerpos. En un estudio hecho por savanat y col 

(1974) se encentro una frecuencia relativamente alta de individuos 

con anticuerpos séricos pero que clinicamente son asintomáticos y 

eliminan quistes de amibas en las heces. En base a lo anterior 

Trissl (1982) y Elsdon-Dew (1970) han considerado que ésto es 

resultado de una infeccion subclinica o mas bien de una amibiasis 

invasora previa, pero si el titulo de los anticuerpos detectados es 

alto, ésto se asocia más con el inicio de la enfermedad. 

Aunque el procedimiento metodológico para la detección de los 

anticuerpos séricos no ha sido el mismo en los diferentes estudios 

realizados ni el momento de la enfermedad en el cual se recupera la 

muestra, se ha podido establecer que las Igs G totales se 

encuentran significativamente elevadas, lo que no ocurre con las 

IgM e IgA (Trissl, 1982). 

En otras infecciones causadas por protozoos se reconoce que 

hay una producción policlonal de anticuerpos; en la amibiasis no se 

conoce si la elevación de la IgG es completamente especifica para 

J;;.histolytica. 

Se ha demostrado que antigenos de este parásito son capaces de 

inducir una respuesta inmune de hipersensibilidad inmediata en 

individuos de áreas endémicas que se encontraban previamente 

sensibilizados, lo que sugiere que este tipo de respuesta inmune 

puede participar en los mecanismos patógenicos de la amibiasis 

invasora, pero no se ha reportado la detección de IgE. Sin embargo 
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cuando I:;.histolytica se asocia con una infección por helmintos; se 

logran detectar títulos muy bajos de IgE (Maddison y col, 1968; 

Savanat y col, 1973; Bilgees y col, 1979; Kagan, 1973). 

Se ha reportado que las Igs pueden detectarse durante 2 a 11 

años. La causa de esta persistencia puede deberse a infección o 

estimulación antigénica continua (Juniper y col, 1972; Patterson y 

col, 1980; Healy y col, 1970). 

Al mismo tiempo que' se producen los anticuerpos circulantes, 

se genera una gran cantidad de antígenos lo que da lugar a la 

formación de complejos solubles que podrían participar en la 

patogénesis de la enfermedad (Gandhi y col, 1988). A este respecto, 

no se ha demostrado si el complemento se consume o si se presentan 

manifestaciones clínicas propias de la enfermedad causada por 

complejos inmunes, aunque los niveles de complemento en el liquido 

de la lesión en higado se encuentran disminuidos. Esto hace suponer 

que dichos complejos podrian contribuir a la patogenia local. 

Muchos estudios han demostrado la presencia de copro­

anticuerpos en la amibiasis intestinal (Shaalan y col, 1970; 

Mahajan y col, 1972; Sharma y col, 1978 y Martinez-Cairo y col, 

1979). Se ha observado que el tipo de anticuerpo presente es IgA 

principalmente el cual, en comparación con los anticuerpos séricos, 

sólo persiste por cortos periodos de tiempo (Sharmay col, 1981). A 

este respecto se requieren más estudios, y quizá el contar con un 

modelo animal adecuado. 

En un breve análisis respecto al efecto que tiene el 

complemento sobre los mecanismos de defensa del huésped, se 
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considera que éste puede participar en l) lisis directa, como 

resultado de la activación del complemento sobre la superficie 

celular sin participar los anticuerpos; 2) daño por el complemento 

en presencia de anticuerpos y 3) muerte de las amibas mediado por 

células fagocíticas. 

Esto sugiere que la actividad amebicida del suero depende de 

la actividad del complemento ya sea por la vía alterna o por la vía 

clásica, como se ha demóstrado en diferentes trabajos (resumidos 

por Calderón, J.966). Por otro lado, Reed y col (J.983), han 

demostrado que cepas patógenas de &.histolytica fueron resistentes 

al complemento humano, mientras que las cepas no patógenas fueron 

susceptibles a éste. Otros estudios han demostrado que la 

exposicion in vitro al complemento resulta en amibas con mayor 

capacidad fagocítica y citotóxica, de ahí que la virulencia en las 

amibas pueda ser inducida o aumentada por efecto de algunos 

componentes del huésped. 
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2.2. Procedimientos inmunológicos para el diagnóstico de la 

amibiasis. 

El diagnóstfco de la amibiasis frecuentemente se logra 

empleando uno o mas de los métodos siguientes: clinico, de 

laboratorio, gabinete y epidemiológico. En el primer caso, los 

signos y sintomas que aparecen en el cuadro clinico de la 

amibiasis, pueden permitir el diagnóstico clínico. La respuesta a 

la pregunta de Maigraith "unde venís" (De dónde vienes?) asociada 

a la enfermedad por ~. histolytica puede justificar en algunos casos 

el dar tratamiento al paciente sin un diagnóstico de laboratorio 

previo ante la sospecha epidemiológica del padecimiento. 

Finalmente, la identificación del agente causal, permite 

confirmar la enfermedad. Para ello se requiere de examenes de 

laboratorio, ya sea para demostrar directamente la presencia del 

organismo, de antígenos o anticuerpos en suero, heces u otros 

productos biológicos. 

El empleo de técnicas inmunológicas para el diagnóstico de la 

amibiasis ha ido en aumento en los últimos 25 años, lo cual ha 

permitido tener un mayor conocimiento de la enfermedad (Sepúlveda, 

1976; Ackers, 1982; Martínez-Palomo, 1982; Trissl, 1982; 

Kretschmer, 1986 y Salata y col, 1986). 

Actualmente se reconocen 14 pruebas serológicas que han sido 

aplicadas para el diagnóstico de la amibiasis, de las cuales sólo 

la tercera parte son actualmente empleadas en el laboratorio de 

diagnóstico de rutina. En la Tabla 1, se enlistan éstas. 
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- TABLA 1. PROCEDIMIENTOS INMUNOLOGICOS EMPLEADOS PARA EL 
DIAGNOSTICO DE LA AMIBIASIS. 

Fijación de Complemento (FC) 
Inmovilización de Amiba (IA) 
Fijación en Papel Filtro (FPF) 
Inmunoensayo en Capa Fina (ICF) 
Precipitación en Membrana de Acetato de Celulosa (PMAC 
Floculación en Bentonita (FB) 
Aglutinación en Látex (AL) 

** Inmunodifusión de ouchterlony (ID) 
Precipitación en Tubo (PT) 
Inmunoelctroforesis (IEF) 

** Contrainmunoelectroforesis (CIEF) 
** Inmunofluorescencia Indirecta (IFI) 
** Hemaglutinación Indirecta (HAI) 
** Ensayo del Inmunoabserbente Ligado a Enzima (ELISA) 

Western-Blot (WB) 

** Técnicas que actualmente se emplean en los laboratorios 
para diagnóstico de rutina. Fuente: Healy,G., cap. 41, 
Ravdin (edit), 1988. 
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A partir del desarrollo de medios de cultivo axénicos que 

permitieron el crecimiento y reproducción de trofozoitos de 

E.histolytica in vitro (Diamond, 1961), se ha asegurado una fuente 

de trofozoitos que pueden emplearse directamente o para la 

obtención de antigenos. La mayoria de los antígenos empleados para 

serodiagnóstico en los últimos 20 años se han obtenido de 

trofozoitos crecidos en dicho medio de cultivo. Existe en la 

literatura una gran cantfdad de procedimientos para la obtención de 

antígenos (Swart y col, 1962; Thompson y col, 1968; Ali-Khan, 1974; 

Jatinandana y col, 1975; Krupp, 1977; Bes, 1977; Thammapalerd y 

col, 1980). 

A pesar de los esfuerzos para definir aquella(s) molécula(s) 

antigénica (s) que tenga (n) un uso potencial en el diagnóstico 

serológico, el concenso de la mayoría de los investigadores es que 

aún no se cuenta con el(los) antígeno(s) adecuado(s). 

En 1983, Aust-Kettis y col probaron diferentes fracciones de 

un extracto soluble completo de E.histolytica cepa NIH-200 y 

sugirió que un extracto completo soluble es superior cuando se 

compara con varios extractos purificados ya que no encontró una 

correlación entre los sintomas clínicos, la duración de la 

enfermedad, el origen de la cepa amibiana y una fracción antigénica 

relevante. 

Para 1986, Joyce y Ravdin haciendo uso de la inmuno­

electrotransferencia observaron que al menos 9 antigenos idénticos 

fueron reconocidos por sueros de humanos con amibiasis hepática 

usando una preparación de antígeno amibiano soluble completo. 
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con respecto a la utilidad de desarrollar una prueba 

inmunológica, se pueden hacer las siguientes consideraciones: 1) es 

de ayuda para el diagnóstico clínico, epidemiológico y para la 

""' decisión terapeütica, especialmente en el caso de individuos con 

amibiasis hepática donde la detección del organismo no es posible; 
.J 2) en los casos de amibiasis intestinal sintomática que cursa con 

diarrea sanguinolenta o colitis crónica y después de que los 

procedimientos para la d'emostración del parásito han fallado como 

son examen de heces, endoscopia, biopsia. 

A continuación se hace una breve análisis de los diferentes 

métodos que se han empleado para el diagnóstico de la enfermedad: 

l. Fijación del complemento (FC). Kessell y col en 1965 

reportaron buenos resultados en el uso de la FC en los casos de 

amibiasis extraintestinal, lo mismo que Robinson (1972). cuando 

Krupp y col (1971) compararon este método con la IHA y con la ID, 

reportaron una mejor capacidad para la detección de antígenos en la 

FC. Felgner y col (1973) reportaron también buenos resultados en 

los casos de amibiasis extraintestinal documentada, pero se 

detectan falsos positivos con el suero de individuos portadores de 

otras amibas, lo cual explica en razón de que actualmente no se 

emplea como diagnóstico de rutina. Así mismo, desde que se pudieron 

producir antígenos a partir de cultivos axénicos, muy pocos 

investigadores han empleado la FC como un procedimiento de rutina. 

2. Inmovilización de Amibas (IA). El fundamento de la técnica 

reside en la inmovilización de las amibas después de redondearse 

por efecto de los anticuerpos presentes en sueros inmunes. Aunque 
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Biagi y col desarrollaron la técnica en 1961, en la actualidad no 

se ha reportado su uso. Prakrash (1969) la compara con IHA y 

considera que la IA es más sensible. 

3. Fijación en Papel Filtro (FPF). En 1976, Ruiz-castañeda 

publica por primera y única vez el uso a.e este procedimiento que 

consiste en poner antígenos de amiba sobre papel filtro y suero. Si 

éste contiene anticuerpos antiamibianos, al añadir azul de 

bromofenol se presenta una reacción colorida. 

4. Precipitación en Membrana de Acetato de Celulosa (PMAC). El 

primer reporte de este método fue hecho por Sodeman y col (1973) 

aunque Stamm y col (1977) la utilizan empleando acetato de celulosa 

como soporte para detectar la reacción antígeno-anticuerpo, despues 

de teñir con nigrosina. Esta es una prueba relativamente rápida (~4 

h) cuando se compara con la ID (24-48 h). Esta técnica actualmente 

no está en uso. 

5. Inmunoensayo en Capa Fina (ICF). Nilsson en 1980 reportó 

una adaptación del procedimiento propuesto por Elwing (1976) para 

la detección de anticuerpos antiamiba. En una caja de Petri de 

poliestireno con agar se hacen orificios donde se colocan los 

antígenos seguido por los sueros de los pacientes en estudio. La 

reacción se magnifica recubriendo con anti-IgG o anti-IgM. Una 

desventaja de esta prueba es el gran tiempo que se emplea para 

llevarla a cabo, por lo cual no se usa actualmente en estudios de 

rutina. 

6. Floculación con Bentonita (FB). Haciendo una modificación 

al método aplicado al estudio de la triquinosis, Tupasi y col 
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(1970) aplican la floculación con bentonita para el estudio de la 

amibiasis. Al hacer la comparación con otras pruebas inmunológicas 

como HAI e IFI, diferentes autores estan de acuerdo en que es útil 

cuando se emplea para el estudio de un número pequeño de sueros 

pues una desventaja de esta técnica es la necesidad de sensibilizar 

bentonita cada 72 h. 

7. Aglutinación con partículas de Látex (AL). El uso de 

partículas de latex sensibilizadas con antígenos de amibas para el 

serodiagnóstico de la amibiasis fué reportado inicialmente por 

Morris y col (1970, 1971). Se reconoce que puede ocurrir una 

floculación inespecifica en presencia de factor reumatoide, lo que 

ha impedido su uso en estudios de laboratorio de rutina, por lo 

cual no esta disponible comercialmente. 

8. Inmunodifusión de Ouchterlony (ID). En 1963, Atchley y col 

probaron por primera vez la precipitación de la reacción antígeno­

anticuerpo en geles de agar. Recientemente Katzenstein y col (1982) 

utilizaron este procedimiento y otros mas para el diagnóstico de 

individuos con amibiasis hepática aguda o crónica. En Sudáfrica 

(Powell y col, 1964; Maddison y col, 1965), en la India (Vinayak y 

col, 1974) y en Nigeria (Atakpa y col, 1978) se emplea para el 

diagnóstico de la enfermedad. En nuestro país se dispone de 

antígeno en el comercio para realizar la prueba. 

9. Precipitación en Tubo (PT). En esta técnica se incluye una 

modificación del método anterior que consiste en el empleo de tubos 

microhemáticos. Powell (1968) la utiliza para el diagnóstico de la 

amibiasis; no se reconoce en la actualidad su uso para el 
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diagnóstico rutinario. 

10. Inmunoelectroforesis (IEF). En 1965 fué Maddison quién 

investigó el uso de esta técnica para el diagnóstico de la 

amibiasis. Krupp y col (1971) fueron capaces de distinguir entre 

anticuerpos de una infección activa, de los anticuerpos 

persistentes después de la curación, por el patrón de arcos que se 

observa asociado al título de anticuerpos detectados por IHA. La 

desventaja que presenta 'este método es que se requiere de mucho 

tiempo para su realización y una gran cantidad de reactivos. Aunque 

no es útil para el diagnóstico de rutina, se le considera como una 

excelente arma de investigación para el estudio de los antígenos de 

.i;;.histolytica. 

11. Contrainmunoelectroforesis (CIEF). En 1971 Sepúlveda y col 

fueron los primeros en reportar buena sensibilidad y especificidad 

de esta técnica en estudios realizados en México. Actualmente se ha 

convertido en una prueba diagnóstica de rutina ya que no requiere 

de muchos reactivos y los resultados se obtienen en un tiempo 

relativamente corto (1-2 h); esta técnica permite además la 

valoración cualitativa y sernicuantitativa de la respuesta inmune 

humoral. Se encuentra disponible en equipos comerciales de 

diferentes grupos, reportándose reproducibilidad en los resultados. 

12. Inmunofluorescencia Indirecta (IFI) . Este procedimiento ha 

resultado útil tanto para la detección de antígenos como para la 

detección de anticuerpos (Goldman y col, 1962; 1967). Existe en la 

literatura internacional una gran cantidad de reportes que lo 

señalan corno un método que posee buena sensibilidad (>95 %) para el 
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diagnóstico de amibiasis hepática, pero en los casos de amibiasis 

intestinal, el porcentaje de sensibilidad es muy amplio (50-90%). 

Es una técnica cuantitativa, sin embargo el tener sus propios 

titules de valoración, le impide compararse con titules 

considerados positivos por otros autores empleando diferentes 

procedimientos (IHA, CIEF o ELISA) . 

13. Hemaglutinación Indirecta (IHA). El diagnóstico de la 

amibiasis mediante la détección de anticuerpos antiamibianos en 

sueros empleando eritrocitos sensibilizados con el antígeno fué 

reportado por Lewis y col (1961) y Kessell y col (1965). En 

numerosos trabajos se ha empleado este procedimiento de diagnóstico 

y en igual forma un gran número de investigadores han evaluado la 

prueba de IHA, comparándola con otras como FC, AL, CIEF, IFI, ID, 

IA y ELISA. Los resultados demuestran una excelente especificidad, 

con niveles de sensibilidad de 90-100% en los casos de amibiasis 

hepática y de 75-90% en los casos de amibiasis intestinal 

sintomática. Para el diagnóstico en individuos portadores 

asintomáticos esta prueba ha demostrado una alta variabilidad de 

los títulos considerados como positivos (5-50%). Elsdon-Dew (1976) 

señala que esta gran variabilidad en la positividad de la prueba 

refleja la prevalencia de la enfermedad en ciertos grupos de la 

población o áreas geográficas. Por este método se detectan 

anticuerpos por largos períodos (meses o años) después de una 

aparente curación clínica. Esto ha permitido detectar la 

prevalencia de la enfermedad en diferentes partes del mundo como 

Estados Unidos de Norteamérica, Canadá, Malasia, Filipinas y 
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Venezuela. 

14. Inmunoensayo Enzimático Ligado a Enzima (ELISA). El 

mejoramiento en las pruebas diagnósticas de una gran variedad de 

enfermedades ha permitido la adaptación de técnicas inmuno­

enzimáticas para el diagnóstico de la amibiasis. Respecto a la 

técnica, Engvall y col (1971 y 1972) introdujeron el empleo de 

conjugados de enzimas con Igs antihumanas para detectar y medir 

cuantitativamente los an~icuerpos ligados a los antígenos. Bos en 

1975 hizo un reporte preliminar del uso de esta técnica en 

amibiasis y mas tarde Bos y van den Eijk (1976a y b) hicieron una 

comparación con IFI e ID con resultados favorables, sobre todo en 

los casos con amibiasis hepática. El procedimiento ha sido evaluado 

en diferentes áreas del mundo por diferentes autores (Halpern y 

col, 1967; Healy, 1968; Juniper y col, 1968; Thompson y col, 1968; 

Savant y col, 1969; Prakash y col, 1969; Stein y col, 1971; Juniper 

y col, 1972; Vinayak y col, 1974; Healy y col, 1974; Lin y col, 

1981; Guirges y col, 1978; ortíz-ortíz, 1978; Sharma y col, 1980). 

El disponer de la prueba en equipos comerciales, asociado a la 

rapidez y facilidad para obtener los resultados, la hace una prueba 

de diagnóstico ideal en laboratorios con un gran número de sueros 

o para estudios seroepidemiológicos. 

15. Inmunoelectrotransferencia (IET). Esta prueba se ha 

empleado para la identificación de antígenos en diversos parásitos 

tales como Toxoplasma gondii (Sharma, 1983), Trichomonas vaginalis 

(Garber y col, 1986) y Trypanosoma cruzi (Scharfstein y col, 1983). 

Joyce y col (1988) han reportado su aplicación en la amibiasis, 
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resultando ser quizá la prueba más sensible para la detección de 

anticuerpos antiamibianos, aunque aún no puede ser empleada para 

diagnóstico clínico debido a su costo y la necesidad de personal 

experimentado para desarrollar la prueba y así asegurar un estudio 

de alta calidad. 

16. Coproanticuerpos (CAc). Realmente muy poca atención se ha 

puesto a los anticuerpos excretados en heces. Shaalan y col (1970) 

emplearon la prueba de Ft para detectar dichos anticuerpos y sólo 

el 34% de los casos clínicos resultaron positivos. Sharma y col 

(1978), aplicando la técnica de IHA en el sobrenadante de las heces 

encontraron un 80% de positividad. Estos métodos requieren de una 

mejor evaluación así como técnicas mas estandarizadas para que 

puedan emplearse como un procedimiento de rutina. 
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2.3. Antígenos relevantes en Entamoeba hístolytica. 

La caracterización de los componentes antigénicos de 

~.histolytica ha representado una de las principales objetos de 

estudio del parásito. La definición de tales componentes es de 

relevancia tanto para el mejoramiento de los métodos de 

diagnóstico, como para el análisis de la respuesta inmune por parte 

del huésped infectado,' incluyendo la posibilidad de inducir 

inmunidad protectora. 

·con el objeto de entender la relevancia de la respuesta inmune 

en la amibiasis, resulta de particular interés la identificación de 

los antígenos presentes en ~.histolytica, los cuales participan en 

la interacción huésped-parásito y son reconocidos durante la 

infección (Sepúlveda, 1982) . 

Los resultados de estudios previos empleando antígenos 

obtenidos de amibas cultivadas en condiciones no-axénicas fueron 

difíciles de interpretar debido a la presencia de material 

contaminante de bacterias o parásitos (Krupp, 1966; Ali-Khan y col, 

1968; Goldman y col, 1962; Shaffer y col, 1956; Neal y col, 1968; 

Maddison y col, 1965, 1968; Kessel y col, 1965). 

En 1961, Diamond describió un medio de cultivo axénico capaz 

de sostener el crecimiento in vitre de ~.histolytica y años mas 

tarde fue capaz de reportar la producción masiva in vitre de amibas 

usando tal medio (Diamond, 1968). En ese mismo año Thompson y col 

extrajeron y estandarizaron antígenos amibianos derivados de 

parásitos crecidos axénicamente. 
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El material obtenido, denominado histolicina, resultó ser una 

mezcla heterogénea de proteinas, carbohidratos, lipidos, etc. Este 

ant~geno permitió el estudio de la amibiasis empleando metodologia 

de la Inmunologia moderna. A partir de entonces, para la definición 

de la composición antigénica de las amibas se hizo sólo a partir de 

amibas crecidas en el medio de cultivo axénico. Brevemente 

analizaremos los componentes de superficie, citoplasma y de 

excreción que han podido ser caracterizados como antigenos por 

diversos autores. 

l. Antigenos de superficie. 

Los antigenos presentes sobre la membrana de superficie de los 

trofozoitos de E.histolytica deben ser los primeros en ser 

reconocidos por el sistema inmune del huésped. La existencia e 

importancia de tales antigenos se ha establecido por la 

inmovilización de trofozoitos con suero inmune (Brown y col, 1955; 

Biagi y col, 1961; Beltrán y col, 1965; Yap y col, 1969), por la 

reacción especifica de anticuerpos antiamiba total y anti­

lipopeptidofosfoglican (LPPG) con trofozoitos intactos como se 

reveló por inmunofluorescencia (Goldman y col, 1962; Beltrán y col, 

1965; Boonkpucknaving y col, 1967; O'Shea y col, 1974; Calderón y 

col, 1980a; Isibasi y col, 1982a) y por lisis de trofozoitos por 

las vias clásica y alterna del complemento (Huldt y col, 1979; 

Calderón y col, 1980; Ortiz-ortiz y col, 1978a; Sepúlveda y col, 

1973). 

Los antigenos de superficie de las amibas se han estudiado con 

el empleo de proteinas marcadas con yodo radioactivo. En algunos 
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casos se han empleado mezclas homogéneas completas y en otros 

membranas citoplásmicas obtenidas de preparaciones radio- marcadas. 

En la actualidad, la identificación y purificación de antígenos de 

superficie se ha favorecido por el empleo de anticuerpos 

monoclonales específicos. 

a) . Proteínas. Los antígenos de superficie proteínica son 

difíciles de definir ya que la mayoría de los reportes se refieren 

a proteínas obtenidas de' extractos acuosos totales obtenidos por 

sonicación (Thompson y col, 1968; Krupp, 1974, 1977; Chang y col, 

1979; sawhney y col, 1980; Sánchez-Nereida y col, 1978) u 

homogeneización de las amibas (Ali-Khan y col, 1970a y b; Aust­

Kettis y col, 1983). Los resultados de tales estudios han revelado 

un complejo de antígenos de ~.histolytica. Esto deriva, sin duda, 

del uso de diferentes cepas de amibas, de la adición o no de 

inhibidores de proteasas asi como del empleo de diferentes métodos 

inmunológicos para la detección. 

Bajo estas circunstancia, Krupp (1977) afirmó que el esqueleto 

antigénico básico de las cepas HK-9 y NIH-200 de ~. histolytica 

contiene 14 proteínas. Chang y col (1979) por su parte encontraron 

no menos de 20 antígenos en la cepa HK-9 y un máximo de 32 

antígenos en la cepa HT-31. Los extractos acuosos de las amibas se 

han fraccionado en cromatografía de exclusión molecular con la 

finalidad de obtener un material mas homogéneo (Thompson y col, 

1968; Krupp, 1974, 1977; Chang y col, 1979; Sawhney y col, 1980; 

Sánchez-Nereida y col, 1978; Ali-Khan y col, 1970a y b; Aust-Kettis 

y col, 1983). El perfil de elusión de tales mezclas de antígenos 
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varía de acuerdo a la longitud y diámetro de las columnas 

empleadas, el tipo de gel usado; la concentración de la muestra 

aplicada a la columna y las condiciones de flujo impuestas en el 

sistema. A pesar de tales variaciones, estos estudios regularmente 

resultan en 3 y 5 fracciones con pesos moleculares que varían de 

14.5 a 650 kDa. La mayoría de las fracciones son glicoproteínas; 

las fracciones I,II y III son las mas antigénicos, mientras que las 

fracciones IV y V no reaccionan con anticuerpos específicos (Krupp, 

1974). 

Parkhouse y col (1978) fueron los primeros en usar inhibidores 

de la actividad proteolítica en lisados de trofozoítos para la 

extracción de antígenos. Los mismos autores radiomarcaron las 

proteínas de superficie de las cepas HK-9 y HM-2 de E.histolytica 

con yodo radioactivo y aislaron una glucoproteína de superficie con 

peso molecular de 81 kDa. Se hizo cromatografía al extracto 

completo de E.histolytica HK-9 a través de una columna de 

Sepharosa-con A resultando en 3 bandas proteínicas de 20 1 30 y 150 

kDa de peso molecular, respectivamente, como se identificó por 

inmunoprecipi tación usando suero de un paciente con amibiasis 

hepática. Aplicando el mismo procedimiento de fraccionamiento con 

Sepharosa-Con A y radiomarcando con 125I, se aislaron 6 

glucoproteínas de ~.histolytica HM-l:IMSS y 4 de la cepa HK-9. Tres 

de estas glucoproteínas (36, 56 y 67 kDa) estuvieron presentes en 

ambas cepas (Muñoz y col, 1978). Este marcado selectivo de las 

proteínas de superficie externa permitieron a Aley y col (1980) 

identificar 12 glucoproteínas con peso molecular que variaba de 12 
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a 200 kDa por autorradiografia. 

Aust-Kettis y col (1983) no separaron la membrana citoplásmica 

de E· histolytica cepas HK-9 y NIH-200 radiomarcada con 125I, y 

encontraron 12 polipéptidos por electroforesis en geles de 

poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio (PAGE-SDS) evidenciados 

por autorradiografía de un homogeinado amibiano. El peso molecular 

de las 9 bandas varió entre 9 y 150 kDa. 

Joyce y col (1988) •encontraron 30 bandas de proteínas en un 

extracto acuosos total de E.histolytica HM-I:IMSS en presencia de 

inhibidores de proteasas y sujeto a PAGE-SDS. Seis de esas bandas 

fueron proteínas de superficie como se mostró por iodación 

competitiva con lactoperoxidasa. 

19.5, 23, 24.5, 37, 90 y 170 

sus pesos moleculares fueron de 

kDa, siendo las tres últimas 

glicoproteínas, como se mostró por la unión especifica a con A. El 

inmunoblot del extracto soluble reveló que al menos 3 de esas 

proteínas fueron mas frecuentemente reconocidas por sueros 

obtenidos de 11 pacientes que sufrían de amibiasis hepática, y de 

ésas, las proteínas de 37 y 90 kDa fueron en efecto, glucoproteinas 

de superficie. 

Aust-Kettis (1983) utilizó un pool de 8 sueros humanos inmunes 

e identificó 7 polipeptidos antigénicos por inmuno­

electrotransferencia. De estas las proteínas de 37 y 88 kDa semejan 

las proteínas de superficie de 37 y 90 kDa respectivamente, que se 

identificaron por los sueros de los pacientes estudiados por Joyce 

y col (1986). 

Los anticuerpos monoclonales antiamiba permitieron a ortiz­
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Ortiz y col (1986) definir una proteina de superficie antigénica 

determinante y condujeron a Torian y col (1987) para la 

identificación, caracterización y purificación de una glucoproteina 

de superficie de 9G kDa que reaccionó especificamente con el suero 

de pacientes con amibiaisis hepática. 

Finalmente, las proteinas de superficie que participan en la 

adhesión in vitre de trofozoitos de ~.histolytica a eritrocitos 

humanos, células epitelíales y células de ovario de hámster han 

sido también reconocidos (Rosales-Encina y col, 1987; Ravdin y col, 

1985b; Salata y col, 1985a; Arroyo y col, 1986; Chadee y col, 1987; 

Orozco y col, 1987). 

Estas proteínas han sido identificadas usando diferentes 

métodos, resultando las proteinas de 112 kDa (Arroyo y col, 1986; 

Orozco y col, 1987), de 170 kDa (Chadee y col, 1987) y la de 220 

kDa (Rosales-Encina y col, 1987; Meza y col, 1987). 

b. carbohidratos. Muy poco se sabe acerca de las moléculas 

polisacáridas presentes en los protozoarios. Se han descrito en 

Trypanosoma cruzi polímeros de galactosa (Van Brand y col, 1959; 

Ketteridge, 1978; Gottlieb, 1977) y en Crithidia fasciculata 

(Cosgrove y col, 1962; Gottlieb y col, 1976). 

Korn y col (1974) aislaron y caracterizaron una molécula 

polisacárida (lipofosfonoglican) de Acanthamoeba castellani, la 

cual constituye el 31% de la membrana plasmática (Korn y col, 1974; 

Dearborn y col, 1976; Bailey y col, 1981). 

La membrana plasmática de los trofozoítos de ~.histolytica 

tiene 10 nm de grosor y está cubierta externamente por un 
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glucocálix el cual está constituido por carbohidratos (Lushbaugh y 

col, 1974; Pinto da Silva y col, 1975). 

Martínez-Palomo y col (1973) demostraron que la cubierta de 

los trofozoítos de'g.histolytica contenía manosa y/o glucosa ya que 

aglutina con Con A. La activación de la vía alterna del 

complemento, como fué demostrado por ortíz-ortíz y col (1978a), 

sugiere fuertemente la presencia de carbohidratos en la superficie 

de los trofozoítos de ~.histolytica. 

La hidrólisis de ácido acético y la precipitación con alcohol 

resultó en la obtención de polisacáridos de amibas (Martínez-Palomo 

y col, 1973). La mezcla de estos antígenos reacciona con el suero 

de conejos inmunizados con trofozoítos amibianos, pero no con el 

suero de pacientes con amibiasis hepática (Isibasi y col, 1975, 

1978). 

Usando el método de extracción fenol-agua se obtuvo un 

complejo antigénico de superficie polisacárido heterogéneo de 

~.histolytíca HK-9 (Isibasi y col, 1982a y b). El análisis químico 

de este material reveló un 85% de carbohidratos, 8% de peptidos y 

el resto, lípidos y fosfatos. Este compuesto fué llamado 

lipopeptidofosfoglican (LPPG), y su composición y localización 

recuerda fuertemente al LPPG de superficie encontrado en 

A.catellani (Dearborn y col, 1976). Este antígeno reacciona con el 

suero de pacientes con amibiasis hepática y hacen reacción cruzada 

con el aminoglucofosfolípido extraído por Gitler y col (1984). 

Un antígeno libre de glucógeno rico en polisacáridos (PRA) fue 

purificado subsecuentemente del LPPG, ahora obtenido tanto de 
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E.histolytica HK-9 como de HM-l:IMSS. El material fue el mismo en 

cualquier cepa y se encontró que contenía glucosa, galactosa y 

xilosa (Isibasi y col, 1986). Este PRA reacciona fuertemente con el 

suero de pacientes' con amibiasis hepática y su patrón de PAGE-SDS 

es similar al patrón de lipopolisacáridos (LPS) de bacterias Gram 

negativas. Esto sugiere que, en cuanto al peso molecular concierne, 

y tal como un LPS de bacteria Gram negativa, el PRA es una molécula 

heterogénea construida pbr unidades repetidas de polisacáridos de 

longitud variable. Estudios de microscopía electrónica han mostrado 

que el PRA es un complejo polisacárido de superficie (Cruz, 1988). 

c. Lípidos. Los lípidos son en general, inmunógenos pobres y 

tan solo Gitler y col (1984) han identificado un lípido altamente 

inmunogénico en ~.histolytica. Ensayos preeliminares indicaron que 

este es un aminoglicofosfolípido que constituye cerca del 3.8% de 

los lípidos amibianos. 

Anticuerpos específicos purificados para este material no 

pudieron reaccionar con los lípidos totales del medio de cultivo, 

cuando reaccionan con LPPG. Este sugiere que, además de la fracción 

glucosidica, la fracción lípida de los LPPG constituye un epítope 

por sí mismo. 

2. Antígenos citoplásmicos. 

Los antígenos citoplásmicos son todos aquellos presentes en 

las fracciones proteínicas no reveladas por el marcado de la 

membrana externa. Por otro lado, hay un grupo bien definido de 

antígenos citoplásmicos tales como las fracciones lisosomales y 

ribosomales. 
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Los lisosomas son vesiculas membranosas que contienen 

fosfatasa ácida como se ha demostrado por citoquimica de alta 

resolución (Sánchez y col, 1980; Treviño-Garcia y col, 1980). Las 

fracciones lisos'omales y ribosomales se obtuvieron por 

ul tracentrifugación diferencial de un homo.geinado de trofozoitos de 

:¡;;. histolytica. Ambos organelos se encontraron en la primera y 

segunda fracción respectivamente (Cruz, 1988). Las fracciones 

lisosomales se probaron' con sueros de pacientes con amibiasis 

hepática y resultaron ser bastante antigénicas, con producción de 

varias bandas de precipitación en inmunodifusión en agarosa. Ambas 

fracciones se han usado para inducir inmunidad protectora contra 

una amibiasis experimental (Ortiz-ortiz, 1978). 

Las proteínas ribosornales han resultado ser ácidas y básicas, 

con un peso molecular que varía de 14 a 112 kDa. En estos trabajos 

se reveló la ausencia de una proteína ribosornal de 54 kDa en 

amibas; esta proteína es regularmente encontrada en todas las 

células procariontes y eucariontes. El significado de su ausencia 

en :i;;.histolytica aún no se conoce (Vargas y col, 1986). 

3. Exoantígenos. 

La demostración mediante anticuerpos específicos inducidos en 

conejo de antígenos producidos por ];;.histolytica y liberados al 

medio de cultivo, no ha sido completamente exitoso (Swart y col, 

1962). Bes y col (1980a y b) encontraron que una toxina de la 

membrana citoplásrnica que se excreta al medio de cultivo, puede ser 

inhibida por suero inmune así corno por algunos factores presentes 

en suero normal. Este hallazgo indirectamente muestra que esta 
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exotoxina es capaz de inducir una respuesta inmune humoral aun 

cuando no se han demostrado anticuerpos específicos. 

Esta exotoxina es de hecho un complejo proteínico con punto 

isoeléctrico de 4:5 y 5.0 y está relacionada a otras proteínas 

citoplásmicas con actividad de toxina y peso moleular entre 25 y 35 

kDa (Feingold y col, 1985). Una de esas toxinas tiene un peso 

molecular de 30 kDa y está relacionada con una lectina que induce 

la producción de anticuerpos específicos y es probablemente la 

misma enterotoxina descrita por Lushbaugh y col {1979) y Mattern y 

col (1980). 

Por otro lado, hay evidencias de una sustancia amibiana que es 

excretada al medio y que puede contribuir a la patogenicidad del 

parásito aunque sus propiedades antigénicas aún no se han 

establecido. Kretschmer y col (1985) han descrito un factor de peso 

moleular bajo que inhibe la locomoción de monocitos humanos 

presente en el liquido sobrenadante de E.histolytica crecida 

axénicamente. 
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3. HIPO'l'ESIS 

1. No existe correlación entre el ti tul o de anticuerpos 

determinado por Hemaglutinación Indirecta y el tipo de 

zimodemo de la amiba presente en el intestino de los 

portadores en estudio 

2. Existe una correlación entre el titulo de anticuerpos 

determinado por Hemaglutinación Indirecta y el patrón 

de reconocimiento de antígenos por el suero de 

portadores en estudio y determinado por 

electrotransferencia (IET) 

inmune-

3. El patrón de reconocimiento de antígenos, determinado 

por la técnica de IET, es diferentre entre portadores 

de &.histolytica con zimodemo patógeno y aquellos con 

zimodemo no patógeno 
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4. OBJETIVOS 

l. 

2. 

3. 

4. 

Determinar si- existe correlación entre el titulo de 

anticuerpos en sueros analizados por Hemaglutinación 

Indirecta y Contrainmunoelectroforesis con el tipo de 

zimodemo de _las amibas presentes en el intestino de 

individuos portadores asintomáticos 

Estandarizar la técnica de Inmunoelectrotransferencia 

para la determinación de la reactividad de los sueros 

de individuos portadores asintomáticos 

Identificar los antígenos amibianos mas frecuentemente 

reconocidos por individuos portadores asintomáticos 

provenientes de una comunidad endémica para amibiasis 

en la República Mexicana, aplicando la técnica de 

Inmunoelectrotransferencia 

Establecer si existe correlación entre el zimodemo de 

las amibas de individuos portadores asintomáticos y el 

patrón de reconocimiento de antígenos valorado por la 

técnica de Inmunoelectrotransferencia 
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s. Estrategia general. 

Con el objeto de determinar si existe correlación entre el 

zimodemo de las a"mibas presentes en el intestino de individuos 

asintomáticos, el tí tul o de anticuerpos determinado por 

hemaglutinación indirecta (IHA) y el patrón de antígenos 

reconocidos por dichos sueros aplicando la técnica de 

Inmunoelectrotransferencía ( IET) , se aislaron parásitos a partir de 

heces y se analizaron muestras de sueros de individuos portadores 

de ~.histolytica que habitan en Cadereyta, Querétaro, México. 

En heces se detectó la presencia de quistes de ~.histolytica 

mediante el Método Coproparasitoscópico por Concentración y 

Flotación de Faust-Ferreira (CPS) y a través de un cultivo en medio 

bifásico de Robinson, los trofozoítos recuperados se lisaron y se 

les determinó el patrón isoenzimático o zimodemo de éstos, de 

acuerdo al método descrito por sargeaunt. 

En las muestras séricas se determinaron los títulos de 

anticuerpos mediante la técnica de IHA, tomando como dilución 

mínima 1:8. La determinación del patrón de reconocimiento 

proteínico, se logró aplicando el ensayo de IET estandarizado en 

este trabajo. 

De las muestras colectadas, se seleccionaron 80 de ellas para 

determinar zimodemo, títulos de hemaglutinación y patrón de 

reconocimiento antigénico por IET. En la Figura 4 se resume la 

estrategia que se siguió. 
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CULTIVO 
ROBINSON 

MUESTRA 
HECES 

Trofozoitos 
.&;.histolytica 

PATRON 
ISOENZIMATICO 

ESTUDIO EPIDEMIOLOGICO TRANSVERSAL 
CADEREYTA, QRO,, MEXICO 

(2048 individuos) 

C.P.S. 8 

FERRE IRA 

Negativo 

ENTREVISTA 

Quistes 
.&;.histolytica 

80 CASOS 

I.E.T!' 

MUESTRA 
SUERO 

I.H.A.b 

FIGURA 4. ESTRATEGIA GENERAL. a. Coproparasitoscópico, 
b. Hemaglutinación Indirecta, c. Inmunoelectrotransferencia. 
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Para lograr la estandarización de la técnica de IET utilizada 

en este trabajo, se emplearon sueros -de individuos con amibiasis 

intestinal y hepática, así como el suero de individuos sin 

antecedentes clíni'cos de amibiasis y· de aquéllos en cuyas heces se 

detectó.la presencia de otros parásitos intestinales. En la Figura 

5 se muestra los pasos que se siguieron para lograr este objetivo. 

Brevemente, a partir de trofozoítos de E.histolytica cultivados 

axénicamente se obtuvo el' extracto total soluble amibiano empleando 

5 procedimientos diferentes que incluyeron tratamiento por 

congelación/descongelación y homogeneización así como el uso de 

inhibidores de proteasas o agentes solubilizantes. La selección del 

extracto antigénico que se empleó en la estandarización de la IET 

se realizó considerando el rendimiento proteínico determinado por 

la técnica de Lowry así como la integridad de los componentes 

analizados por Electroforesis en Geles de Poliacrilamida con 

Dodecil Sulfato de Sodio (PAGE-SDS). La cantidad de proteína 

adecuada para transferir al Papel de Nitrocelulosa (PNC), el 

diluyente para el primer anticuerpo así como las condiciones de 

dilución de las muestras de suero fueron determinadas después de 

probar las diversas condiciones experimentales. La especificidad de 

los ensayos fué evaluada empleando sueros de individuos infectados 

con otros parásitos intestinales así como con amibiasis hepática, 

sueros control negativo y suero de individuo con amibiasis 

intestinal aguda. Los sujetos estudiados fueron individuos 

asintomáticos provenientes de la comunidad donde se realizó el 

estudio transversal. 

-57-



EBULLICION 
y •••.• 

cultivo axénico 
Entamoeba histolytica 

MIP MIP + TX-100 

cuantificación proteínica 
en sobrenadante y pastilla 

PAGE-SDS en 
gradiente (5-15%) y 

continuo (10%) 

Selección del 
extracto amibiano 

Estandarización de la 
I E T 
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Proteina transferida 
µg por cm de gel 

Diluyente para 
el ler anticuerpo 

60 

Sueros 
Control 

Leche en polvo 
descremada 5% 

NP-40 0.1% 
en PBS 

Desarrollo de la reacción 
antígeno-anticuerpo 

Selección de las 
óptimas condiciones 

Sueros amibiasis 
asintomática 

Sueros amibiasis 
sintomática 

FIGURA 5. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL PARA LA ESTANDARIZACION DE LA 
INMUNOELECTROTRANSFERENCIA. 
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6.1. origen de los sueros. 

a) Sueros testigo. Los sueros testigo fueron obtenidos de 

individuos sin ant·ecedentes clínicos recientes de amibiasis: l.) Un 

suero de un individuo de 2 meses de edad proveniente de la 

comunidad en estudio, 2) el suero de tres individuos recién nacidos 

del Hospital General de Zona "Los Venados", del Instituto Mexicano 

del Seguro Social, 3) Ocho sueros de individuos con infección 

intestinal por otros parásitos diferentes a g.histolytica. Estos 

individuos acudieron al Hospital Infantil de México por una causa 

no relacionada con amibiasis. En el laboratorio de rutina se 

determinó en muestras de heces de pacientes la presencia de huevos 

o quistes de alguno de los siguientes parásitos: Giardia lamblia, 

Hymenolepis ~' Enterobius vermicularis o Ascaris lumbricoides y 

durante un año fueron seguidos con la finalidad de determinar en 

ellos infecciones por g.histolytica, 4) tres sueros de individuos 

con antecedentes recientes de amibiasis hepática provenientes del 

Hospital General de Zona "Los Venados" del IMSS y uno del Instituto 

Nacional de Pediatría, 5) el suero de un paciente con amibiasis 

intestinal aguda atendido en consulta particular y del cual se 

cultivaron amibas en medio de Robinson. 

b) Sueros problema. Los so sueros incluidos en el estudio 

fueron de individuos de Cadereyta, un municipio del Estado de 

Querétaro, los cuales se encontraban infectados por g.histolytica, 

pero no presentaron sintomatología asociada a ésta. 
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6.2. Obtención de heces. 

Las muestras de heces se colectaron de individuos de la 

comunidad de Cadereyta, con la finalidad de determinar la presencia 

de quistes o trofozoitos de E.histolytica. Esto se llevó a cabo 

mediante examen microscópico por el método de Faust-Ferreira, para 

lo cual, las heces se conservaron hasta su observación en una 

solución de formol al 5%: Así mismo, la muestra de heces se procesó 

para cultivo de trofozoitos en medio de Robinson con la finalidad 

de poder determinar el zimodemo de dichos parásitos. 

6.3. cultivo de heces en medio de Robinson. 

El cultivo de trofozoítos de E.histolytica a partir de heces 

se realizó en el medio de Robinson (Martinez y col, 1990). 

Inicialmente se realizó un cultivo primario y posteriormente 

subcultivos. Para el cultivo primario se requirieron 50 mg de heces 

no tratadas que se adicionaron a botellas con medio BR, almidón de 

arroz y una solución de eritromicina al 5%. Se incubaron por 24 h 

a 37"C. En los casos donde ocurrió crecimiento de trofozoítos se 

realizaron subcultivos para lo cual el líquido sobrenadante se 

eliminó y se adicionó almidón de arroz, eritromicina al 5%, 

bactopeptona al 20%, biftaltato de potasio al 1% y medio BRS; se 

incubó a 37"C por 24 h. Este paso se puede repetir tantas veces 

como sea necesario. En este caso, se empleó el primer subcultivo 
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para la determinación del zimodemo. Para ello, los trofozoítos se 

cosecharon y se lisaron mediante ciclos de congelación-

descongelación en presencia de una mezcla con inhibídores 

~ enzimáticos. Los lisados obtenidos se almacenaron a -196ºC 

(nitrógeno liquido) hasta su uso. 
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6. 4. Determinación del patrón isoenzimático por la técnica de 

Sargeaunt. 

La caracteri"zación por zimodemo ha sido empleada para 

determinar el carácter patógeno y no patógeno de &.histolytica. 

Esto se logra con la caracterización de patrones de corrimiento 

electroforético de 4 enzimas metabólicas en geles horizontales de 

almidón: Glucosa Fosfato'Isomerasa (GPI), Fosfo-glucomutasa (PGM), 

Enzima Málica (ME) y Hexocinasa (HE). Este método de aislamiento e 

identificación del parásito es altamente sensible por lo que se le 

considera muy útil en estudios epidemiológicos. El sistema se 

caracteriza por dar bandas de corrimiento bien definidas, en donde 

la mayoría de los sistemas no da más de 2 bandas por enzima, 

excepto algunos sistemas reportados por Sargeaunt en 1985. La ME 

produce característicamente una sola banda en la misma posición 

mientras que la HE muestra siempre 2 posiciones diferentes. La PGM 

y GPI varían en cada zimodemo, en la mayoría de los casos con una 

sola banda, en una de las 4 posiciones reconocidas: alfa, beta, 

gamma y delta. 

En este estudio, el procedimiento empleado se hizo de acuerdo 

a lo recomendado por Sargeaunt y col. (1978, 1979, 1980a y b, 1984, 

1987, 1988) por el grupo de investigación del Laboratorio de 

Parasitología de la Unidad de Investigación Clínica en Enfermedades 

Infecciosas y Parasitarias del centro Médico Nacional, IMSS 

(Martínez y col, 1990) 
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6.5. Hemaglutinación Indirecta. 

Esta prueba es una de las más sensibles y específicas para la 

detección y/o cuantificación de anticuerpos antiamibianos en 

individuos con amibiasis invasora intestinal o extraintestinal 

(Healy, 1988). 

La técnica se basa en el empleo de eritrocitos sensibilizados 

con ácido tánico que 'les confiere la propiedad de adsorber 

proteínas de E.histolytica cepa HK9. 

En este trabajo se empleó un equipo comercial de manufactura 

mexicana (Laboratorios Interbiol, S.A.) para lo cual se siguieron 

las recomendaciones especificadas por el proveeedor. 
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6.6. Obtención de extractos solubles totales. 

a} Cultivo de parásitos. Trofozoitos de E.histolytica cepa 

HMl:IMSS se cultivaron en condiciones axénicas en el medio de TYI­

S-33 (Anexo # XVI} de acuerdo con lo descrito por Diamond y col en 

1970, por la Q. Alicia Ramirez. Brevemente, el medio fue 

descomplementado (30 min en baño Maria} y suplementado con suero 

bovino al 15% y una mezcla de vitaminas de Diamond al 3% (North 

American Biologicals, USA}, además se adicionó penicilina (0.25 

UI/ml} y estreptomicina (35 µg/ml). 

Una vez que los cultivos alcanzaron la fase logaritmica de 

crecimiento (72 h}, se colocaron los tubos de cultivo en un baño de 

hielo-agua por 30 min. El contenido de cada tubo se vació a tubos 

cónicos de plástico (CostarMR} de 50 ml de capacidad, se 

centrifugaron a 150 xg por 5 min. El sobrenadante se eliminó y el 

paquete celular se lavó en 3 ocasiones con un amortiguador salino 

de fosfatos (PBS) pH 7.2 . La cuantificación de los trofozoitos se 

realizó empleando una cámara de Newbauer (Reichert Line Ca.). 

b) Preparación de los extractos amibianos. En la preparación 

de extractos amibianos se emplearon 5 tratamientos diferentes con 

el objeto de determinar el mejor procedimiento de extracción de 

componentes del parásito en cuanto a rendimiento e integridad de 

las proteinas. La cantidad empleada para cada ensayo fué de un 

millón de trofozoitos. 

1. TRATAMIENTO CON para-HIDROXIMERCURIBENZOATO SODICO 

(pHMB} Y EBULLICION. En 1 ml de solución Trizma base 150 mM, pH 9 
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conteniendo pHMB 10 mM, se suspendieron los trofozoitos y se 

calentaron en baño Maria a 93'C por 5 min. Se centrifugó a 15,600 

xg por 15 min 2 veces a 4'C. La fracción soluble se colectó y la 

pastilla se resuspendió en 1 ml de solución Trizma base 150 mM pH 

9 sin pHMB. Ambas fracciones se almacenan a -70ºC hasta su uso. 

2. TRATAMIENTO CON UNA MEZCLA DE INHIBIDORES DE PROTEASAS 

Y EBULLICION (Joyce y Ravdin, 1988 modificado) . Los trofozoitos se 

resuspendieronn en una sólución de Trizma base-HCl 50 mM pH 6.8 con 

los siguientes inhibidores de proteasas: fluoro de fenil-metil­

sulfonilo (PMSF) 1mM; ácido (para-cloro-mercuri)-fenil-sulfónico 1 

mM; N-etil-maleimida (NEM) 5 mM; ácido etilen- glicol-bis(B­

aminoetil-eter)-NN'-N'-tetracético (EGTA) 1 mM y pHMB 10 mM. Se 

empleó el mismo tratamiento por ebullición y separación por 

centrifugación previamente descrito. El sobrenadante y la pastilla, 

resuspendida en 1 ml de solución Trizma base 150 mM pH 9, se 

recuperaron y se almacenaron por separado a -70'C. 

3. TRATAMIENTO CON UNA MEZCLA DE INHIBIDORES DE 

PROTEASAS, TRITON X-100 Y HOMOGENEIZACION. (Rosales-Encina y col, 

1987 modificado). Los organismos se suspendieron en una solución de 

Trizma-HCl 50 mM con Tritón X-100 al 5% y la mezcla de inhibidores 

de proteasas empleadas en el procedimiento anterior. La suspensión 

se sometió a homogeneización durante 1 min en un homogeneizador con 

punta de teflón (Lab-stir, Eberbach) en baño de agua a 4'C. El 

lisado de células se centrifugó y el sobrenadante y pastilla, 

resuspendida en 1 ml de solución Trizma base 150 mM pH 9, se 

colectaron y y almacenaron a -70 ·c hasta su uso. 
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4. TRATAMIENTO CON pHMB y HOMOGENEIZACION. Los 

trofozoitos se resuspendieron en una solución de Trizma base 150 mM 

pH 9 con pHMB 10 mM empleada en el método l. La homogeneización se 

realizó de la misma forma que en el procedimiento No. 3. Se 

centrifugó el lisado y el sobrenadante y la pastilla, resuspendida 

en una solución de Trizma base 150 mM pH9, se colectaron y 

almacenaron a -70ºC hasta su uso. 

5. TRATAMIENTO CON ACIDO ACETICO Y HOMOGENEIZACION 

(Fraenkel-Conrat, 1957 modificado). Los trofozoitos se suspendieron 

en una solución que contenía una mezcla de 2 volumenes de ácido 

acético glacial y 1 volumen de MgC12 lM en una relación de 2 

volumenes de mezcla por millón de trofozoitos. Una vez hecha la 

mezcla, se homogeneizó estando sumergida en un baño de agua-hielo, 

después se procedió a incubar en agitación constante durante 1 h en 

un baño de agua-hielo y finalmente se centrifugó a 15,600 xg por 30 

min. El sobrenadante y la pastilla se dializaron secuencialmente en 

soluciones de ácido acético al 6%, 4.5% y 3%. Ambas fracciones se 

liofilizaron en un equipo Virtis (Gardiner, NY) durante ~12 h y se 

almacenaron a -20ºC hasta su uso. 
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6.7. cuantificación de proteínas de las preparaciones antigénicas 

obtenidas mediante el micrométodo de Lowry (Folin­

Ciocal teu). 

El micrométodo utilizado fué descrit_o por Dulley (1975) como 

una modificación de la técnica de Lowry (1951). La cuantificación 

colorimétrica de las proteínas al emplear el reactivo de Folin­

Ciocalteu, depende del c'ontenido de tirosina y triptófano de las 

proteínas, las cuales reducen las sales del fosfomolibdato­

fosfotungstato del reactivo. 

En tubos a los que se añadieron diferentes cantidades de la 

solución problema (5, 10 o 15 µl), se completó el volumen a 500 µl 

con agua destilada. Se añadió 2.5 ml de la solucion E (tartrato de 

sodio y potasio al 2% y cuso4 .5H2o al 0.5%, diluido en 50 volumenes 

de Na2C03 al 2% y NaOH O.lN) y 5 µl de Tritón X-100 al 10% en PBS. 

Cada tubo se mezcló vigorosamente y se dejó incubar a temperatura 

ambiente durante 10 min. Posteriormente se añadió 250 µl del 

Reactivo de Folin-Ciocalteau y 50 µl de SDS al 5%, se agitó con 

vortex y se dejó incubando a temperatura ambiente por 3 o min. 

Transcurrido este tiempo, se leyó la absorbancia a 750 nm en un 

espectrofotómetro (Beckman, modelo DU7) . 

El contenido de proteína en la solución problema se calculó 

por regresión lineal con los datos de la curva estándar de albúmina 

fracción V. 
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6.8. Separación de proteínas totales solubles de ~. histolytica 

por electroforesis en geles de poliacrilamida con dodecil 

sulfato de sodio. 

La técnica de electroforesis en geles de poliacrilamida con 

dodecil sulfato de sodio (PAGE-SDS) es útil para la separación y 

caracterización de proteínas a partir de una mezcla compleja. Esto 

se logra combinando el empleo de acrilamida como tamiz molecular y 

la movilidad electroforética de las proteínas en función de su peso 

molecular. La capacidad de la acrilamida para funcionar como matriz 

molecular está en función del tamaño del poro que se forma, el cual 

varia dependiendo de la concentración de la acrilamida y de la 

extensión del entrecruzamiento dada por N-N' -metilen-bis­

acrilamida. Para que la reacción se inicie, se requiere del empleo 

de un sistema catalizador redox que aporta los radicales libres, 

como la amina terciaria N,N'-N'N'-tetrametildiamina (TEMED) como 

catalizador y el persulfato de amonio (APS) como iniciador. Cuando 

se emplea un agente reductor como beta-mercaptoetanol, se permite 

que la proteína cambie su estructura tridimensional a tipo lineal. 

El empleo del detergente sos, le confiere a la proteína una carga 

neta negativa uniforme, de donde resulta que la movilidad 

electroforética sea función del peso molecular. 

a) PREPARACION DE GELES A CONCENTRACION CONSTANTE (10%) Y EN 

GRADIENTE CONTINUO 5-15%. Se han descrito varios sistemas para 

desarrollar una PAGE-SDS. Uno de ellos, empleado por Laemmli desde 

1970, se caracteriza por la discontinuidad en el pH del 
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amortiguador y en el tamaño del poro del tamiz. Este sistema consta 

de 2 fases: una llamada concentradora con pH 6. B y la fase 

espaciadora cuyo pH es de B. B (Anexos # I, II, III). En este 

estudio la capacidad de separación de este sistema se pudo mejorar 

al emplear un gel espaciador en gradiente (5-15%) así como un 

sistema con un gel espaciador a concentración constante de 

acrilamida al 10% (Anexos # II, III). El sistema a concentración 

constante de acrilamida se hizo con fines de comparación entre éste 

y el sistema en gradiente. El sistema se realizó empleando placas 

de vidrio (140xl70xl.5 mm) y separadores de plexiglás de 1.5 mm de 

grosor así como un sistema formador de gradiente, una bomba 

peristáltica (Tubing Pump, 375 A, Sage Instruments) y un agitador 

magnético (Stirrer, PC-353, Corning). 

Una vez que los vidrios ensamblados se llenaron con la 

solución para el gel espaciador al 5-15% (Anexo # IIa) o al 10% 

{Anexo # IIIa) , la polimerización de esta fracción ocurrió en ~60 

min, después del cual se preparó la fase concentradora en cada uno 

de los sistemas empleados (en gradiente o a concentración 

constante) (Anexo # IIb y # IIIb) ; colocando el peine formador de 

los carriles necesarios para la colocación de la(s) muestra(s). La 

polimerización de esta porción ocurrió en ~30 min después del cual 

se preparó la muestra del extracto amibiano, a una concentración de 

120 µg por cm de ancho del pozo. Para ello, se calentó durante 5 

mina 93•c mezclándolo con el Buffer Solubilizador de Muestra para 

Electroforesis (BSME) (Anexo# IV). Después de la ebullición se 

añadió beta-mercaptoetanol al 5% y se ebulló nuevamente por 1 min. 
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con ayuda de una micropipeta se colocaron las muestras ya tratadas, 

en los pozos formados en la fracción concentradora del gel. 

b) ELECTROFORESIS DE EXTRACTOS SOLUBLES TOTALES. Para 

determinar la concentración 

cantidad de proteína en el 

necesaria para asegurar una buena 

PNC empleado en la transferencia 

posterior, se probaron 3 diferentes concentraciones de proteínas: 

60, 120 y 180 ug/cm, y para el cálculo del peso molecular de cada 

proteína separada se empiearon como referencia marcadores de peso 

molecular alto y bajo (5 µl c/u) (Pharmacia, cod. 17-0445-01), que 

incluyó: fosforilasa b, 94,000 daltones; albúmina, 67,000 daltones; 

catalasa, 60,000 daltones; ovoalbúmina, 43,000 daltones; 

deshidrogenasa láctica, 36,000; anhidrasa carbónica, 30,000 

daltones; inhibidor de tripsina, 20,100 daltones; ferritina, 18,500 

daltones y alfa-lactoalbúmina, 14,400 daltones. Tmbién se empleó 

una mezcla de componentes de ~.lamblia como estandar de separación. 

Ambos estándares se colocaron en los pozos extremos del gel. El 

corrimiento electroforético de las muestras se llevó a cabo durante 

12-14 h con el Amortiguador de Electroforesis (AE) a una corriente 

constante de 60 V en una cámara de electroforésis (BRL modelo V161) 

a temperatura ambiente (Anexo # V) . 

c) PROCEDIMIENTO DE TINCION DEL GEL DE POLIACRILAMIDA. con 

fines analíticos, se tiñeron los geles con el colorante Azul 

Brillante de Comassie R-250 (Sigma No.161-0400) como se describe en 

el Anexo # VI durante ~60 min. Posteriormente se procedió a remover 

el exceso de colorante por incubación del gel en la solución Alto 

Metanol (Anexo # VII). 

-72-



6.10. Transferencia de proteínas a papel de nitrocelulosa. 

La técnica de inmunoelectrotransferencia (IET) combina el alto 

poder resolutivo 'de la PAGE-SDS y la alta sensibilidad de un 

inmunoensayo enzimático, resultando en una técnica cualitativa 

extraordinariamente poderosa para el estudio de reacciones 

antígeno-anticuerpo. Towbin en 1979, describió un procedimiento 

cuyo fundamento radica eh la transferencia de proteínas separadas 

en un gel de poliacrilamida a una hoja de papel de nitrocelulosa 

(PNC) de tal forma que se obtiene una réplica exacta del patrón 

original en el gel. El propósito de esta técnica es demostrar el 

reconocimiento por anticuerpos de los componentes individuales de 

una mezcla compleja de los antígenos macromoleculares inmovilizados 

en el papel, lo cual se logra al tratar el PNC con una solución de 

anticuerpos o antisueros apropiada, y la presencia de anticuerpos 

enlazados se detecta mediante una reacción enzimática o por 

autorradiografía. Este procedimiento tiene la ventaja de permitir 

comparar la capacidad de reconocimiento antigénico de diferentes 

sueros con una preparación antigénica única o bien, una preparación 

pura de anticuerpos (anticuerpo monoclonal) con diversas fuentes de 

antígenos. 

El procedimiento empleado en este trabajo, se basó en el 

método descrito originalmente por Towbin en 1979 y modificado por 

Hanff y col (1982) y Pekkala-Flagan y col (1982). 

a) ELECTROTRANSFERENCIA DE PROTEINAS A PNC. Para corroborar 

que el corrimiento se realizó en forma adecuada, previo a la 
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transferencia de las proteínas s_eparadas en el gel de 

poliacrilamida, se procedió a te~if'una fracción del mismo con las 

proteínas separadas de la ;~~~'a1a·' compleja de antígenos, 
~-- :·;.:.-

solubilizadas en un Amortiguador':s6iul:ihizador de Muestra para gel 
·_,-,-;;_!!, "·{;:·: 

preparativo para IET (An,exoe',J;é Y,III), con el colorante Azul 
, ... _., .. ::··' .-~'.~~·>. :?~:: :._ , 

Brillante de Coomassie R-:2~0 ::c;'c~¡no' fué descrito anteriormente. 
- '.· ~_:!;=·· ·:::;-::..-;.;./·;--

Asimismo, el gel 'd_e\\ poliacrilamida y el PNC (Pure 

Ni trocellulose Metribran~-; '.·¡~ ('.:1,~{ de diámetro de poro, Bio-Rad 
-

Laboratories No. 162-,oiis).\:5·~: incubaron con el Amortiguador para 

Transferencia (AT) durante:60"_min (Anexo# IXa y b), con 1 cambio 

de AT a los 30 min, con la finalidad de ajustarlos a las 

condiciones de transferencia. El equipo empleado para la 

transferencia (Transblot cell, Bio-Rad Laboratories, mod. Protean 

16 cm) incluyó el sistema de plexiglás empleado para la formación 

del sandwich como se ilustra en la Figura 3 de tal manera que 

permitió un contacto estrecho entre el PNC y el gel de 

poliacrilamida con ayuda de papel filtro Whatman 3 MM (James River 

Blotting, 19x24,200M) y fibra Scotch. La transferencia se realizó 

aplicando 100 V durante 2 h a 4ºC. 

b) TINCION DE PAPEL DE NITROCELULOSA. Para corroborar que la 

transferencia de proteínas fue adecuada, se cortaron 2 tiras del 

PNC transferido, una correspondió a las proteínas separadas a 

partir de la mezcla compleja y la otra a los marcadores de peso 

molecular. Para ello, se probaron 2 procedimientos de tinción. Uno 

de ellos empleó el colorante Azul Negro de Nafftol (Amido Black-
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I JI lII JII. JI I 

FIGURA 3. ESQUEMA DEL SISTEMA EMPLEADO PARA LA TRANSFERENCIA DE 
PROTEINAS AL PAPEL DE NITROCELULOSA. La transferencia de proteínas 
de ~- histolytica separadas por PAGE-SDS empleando geles de 
poliacrilamida en gradiente del 5-15% a papel de nitrocelulosa se 
llevó a cabo empleando el dispositivo que se muestra en la figura: 
I. Soporte de plexiglás, II. Fibra Scoth-Brite, III. Papel filtro 
Whatman 3 MM, IV. Gel de poliacrilamida plano en gradiente 5-15 %, 
V. Papel de nitrocelulosa. 
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10B, Sigma,No.3005) 

Xb). 

c) REVELADO DE LA REACCION ANTIGENO-ANTICUERPO. .El PNC 

transferido se incubó en una solución de albúmina sérica bovina al 

3% en PBS (Anexo # XI) toda la noche a 4ºC o bién a temperatura 

ambiente durante 6 h; antes de secar, se cortó en tiras de 4 mm de 

ancho dejándose secar perfectamente bien antes de almacenarse a 

temperatura ambiente has~a su uso (dentro de 2 meses siguientes a 

la transferencia) . 

Para enfrentar los sueros con las proteínas transferidas al 

PNC, se procedió a incubar toda la noche dichos sueros diluidos 

1:50 y 1:200 en una solución que contienen PBS, Nonidet P-40 al 

0.01% y leche descremada en polvo al 5% (Sveltes HR) (Anexo # XII) 

o bien con el Amortiguador de Dilución del 1er. Anticuerpo en 

Transferencia (ADAT) (Anexo # XIII) . 

Transcurrido el tiempo de incubación, las tiras se lavaron 

tres veces por 10 min en agitación constante utilizando una 

solución de Tritón X-100 al 1% en PBS. Posteriormente, se procedió 

a incubar las tiras con el conjugado de peroxidasa de rábano 

acoplado a inmunoglobulinas de cabra anti-inmunoglobulinas humanas 

totales (Laboratorios Cappel) diluido 1:1000 en PBS y suero bovino 

decomplementado al 10% durante 150 min (Anexo # XIV) . Después de 

ésto, se realizaron 3 lavados más con la solución de Tritón x-100 

al 1% en PBS. Finalmente, la reacción se reveló con 2 ml de 

solución recientemente preparada de 4-cloro-naphtol al 0.05%, 

metano! al 20% y peróxido de hidrógeno al 0.01% (Anexo# XV). _La 
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reacción se detuvo lavando con agua destilada. Posteriormente las 

tiras se secaron y fotografiaron. 
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7. RESULTADOS 
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7.1. Patrón isoenzimático. 

~\O UEBE 
~\Dl.iO(tC~ 

El zimodemo de los trofozoítos de ~.histolytica presentes en 

las heces de los ·00 individuos estudiados, se determinó con el 

cultivo del parásito en el medio de Robinson seguido del análisis 

electroforético en geles de almidón del patrón de migración 

isoenzimático según lo descrito por Sargeaunt y col (1978, 1979, 

1980b). De las 80 muestras, 25 tuvieron un patrón de zimodemo 

patógeno (ZP) y las restantes 55, un patrón no patógeno (ZNP) (Ver 

Tabla 2). En general, el lisado de los parásitos que mostraron el 

patrón de zimodemo patógeno correspondieron a la presencia de una 

banda B en la enzima PGM así como una banda de corrimiento rápido 

o banda adelantada en la enzima HE, lo cual corresponde a lo 

descrito por Sargeaunt. De los 22 zimodemos descritos por sargeunt 

(1988), 10 corresponden a amibas patógenas y sólo se pudieron 

identificar 2 de ellos; el zimodemo tipo VII en 3 casos y el 

zimodemo tipo XII en 2 casos. Los otros 20 patrones que cumplieron 

con los requisitos antes descritos, se diferencian por presentar 

una migración particular de las bandas de la enzima GPI así como de 

mostrar una banda a, ó y r o bien una combinación de ellas. 

En el caso de las muestras con un patrón de zimodemo no 

patógeno, se reconocieron los tipos I (2 casos), III (8 casos), IV 

(3 casos), V (4 casos), VIII (25 casos), IX (5 casos), X (2 casos), 

XVII (5 casos) y XVIII (1 caso) (Ver Figura 6). Resulta de interés 

que cerca del 50% de las muestras de los individuos con parásitos 

de ZNP correspondieron al zimodemo tipo VIII. 
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FIGURA 6. PATRON ISOENZIMATICO DE LOS PARASITOS PRESENTES EN LAS 
HECES DE INDIVIDUOS CON AMIBIASIS ASINTOMATICA. El zimodemo de 
trofozoítos de J;;.histolytica fué determinado según la técnica 
descrita por Sargeaunt y col ( 1978, 1979, 1980) . Los patrones 
identificados por un número romano son los ya descritos por el 
mismo autor. P) Zirnodemo Patógeno no descrito en la literatura. 
* Tipo de zimodemo identificado. ** Frecuencia del tipo de zimodemo 
identificado. -so-



TABLA 2. FRECUENCIA Y CARACTERIZACION DEL ZIMODEMO DE PARASITOS 
OBTENIDOS DE HECES DE INDIVIDUOS CON AMIBIASIS 
ASINTOMATICA. 

ZIMODEMO 

Patógeno 

No 
Patógeno 

CRITERIOS 

Ausencia de banda a (PGM) 
Presencia de banda B (PGM) 
Banda adelantada (HK) 
ME característica 
Migración variable de GPI 

Presencia de banda a (PGM) 
Ausencia de banda B (PGM) 
sin banda adelantada (HK) 
ME característica 
Migración variable de GPI 

TIPO 

p 
VII 
XII 

I 
III 

IV 
V 

VIII 
IX 

X 
XVII 

XVIII 

P: Zirnoderno Patógeno no reportado en la literatura. 
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7.2. Hemaglutinación Indirecta. 

La determinación del titulo de anticuerpos por IHA se realizó 

después de detectar la presencia de anticuerpos por la técnica de 

CIEF. 

La dilución mínima empleada para la detección del titulo fue 

de 1:8. Por abajo de esta dilución, se consideró sero- reactividad 

negativa. Los títulos de anticuerpos determinados variaron de 

negativo a 1:256. Respecto a los sueros de individuos que portaron 

amibas con ZP, se observaron títulos de negativo a 1:128 en tanto 

que en aquéllos con amibas de ZNP, los títulos variaron de 

negativos a 1:256. 

En la Figura 7 se muestra que el mayor número de casos 

correspondió a sueros de individuos cuyo titulo de HAI fué de 1:16. 

De éstos, 13 casos correspondieron a individuos cuyos parásitos 

recuperados de sus heces mostraron un ZP y 23 casos a individuos 

portadores de parásitos con ZNP. 

Respecto al número de casos con titulo negativo, 3 de éstos 

fueron ZP y 8 de ZNP. Con titulo 1:8, 1 caso presentó ZP y 1 ZNP; 

respecto a la dilución 1:32 sólo 3 fueron de ZP y 14 de ZNP. El 

titulo 1:64 presentó 2 casos con ZP y 4 con ZNP y finalmente, el 

titulo 1:128 incluyó 3 casos con ZP y 2 con ZNP. Sólo en el grupo 

de individuos con parásitos de ZNP se determinaron 3 casos con 

titulo de 1:256. 
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RECIPROCO DEL TITULO DE HEMAGLUTINAcroN 

FIGURA 7. FRECUENCrA DEL TITULO DE ANTICUERPOS DETRMINADOS POR IHA 
EN MUESTRAS SERrCAS DE rNDIVIDUOS INFECTADOS CON ~.histolytica DE 
zrMODEMO DEFrNIDO. El patrón isoenzimático de los trofozoitos 
obtenidos de heces de individuos asintomáticos se determinó por 
Electroforesis en geles de almidón de capa delgada. La 
determinación de los títulos de anticuerpos de las muestras séricas 
elegidas se probaron por IHA. Los títulos se reportan como la 
reciproca de la dilución sérica. 
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7,3, Determinación del rendimiento de proteínas en los extractos 

solubles totales del parásito. 

con el objeto de determinar el mejor procedimiento de 

extracción de proteínas del parásito en cuanto a rendimiento e 

integridad, se probaron 5 métodos que se diferenciaron entre si por 

emplear diferentes procedimientos de lisis celular (calentamiento 

u homogeneización) , uso ci no de diferentes inhibidores de proteasas 

y empleo o no de agentes solubilizantes (esto es, detergentes o 

solventes orgánicos). 

En todos los casos se empleó el mismo número de trofozoitos 

(un millón) y para valorar el rendimiento de proteínas se hizo la 

determinación cuantitativa en las fracciones obtenidas, utilizando 

la microtécnica de Lowry, según lo descrito en Material y Métodos. 

En la Tabla 3 se muestran las diferencias respecto al 

rendimiento del contenido de proteínas dependiendo del 

procedimiento empleado. Como pudo observarse, el mayor rendimiento 

de proteínas obtenidas después del tratamiento de los parásitos se 

logró con aquellas técnicas en las cuales los trofozoitos se 

homogeneizaron en presencia de Tritón X-100 o con el inhibidor de 

proteasas pHMB con un rendimiento de 1.27 ng y 1.28 ng 

respectivamente. 

Un rendimiento menor de proteínas se logró al tratar por 

ebullición los parásitos contenidos en una solución con pHMB o con 

la mezcla de inhibidores de proteasas en donde 0.78 ng se 

recuperaron en el primer caso y sólo 0.73 ng en el segundo. 
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cuando las amibas se tráta.ron por homogeneizaci.ón en presencia 

de ácido acético y diálisis, se recuperaron sólo 0.20 _ng de 

proteína soluble por 1 x.106 , resultando ser éste el procedimiento 

que mostró el menor rendimiento en proteínas. 

TABLA 3. EFICIENCIA EN LA EXTRACCION DE PROTEINAS DE 
TROFOZOITOS DE Entarnoeba histolytica EMPLEANDO 
DIFERENTES METODOS. 

METO DO CONCENTRACION DE PROTEINA 
(mg/106 trofozoítos)ª 

X s 

pHMBb-ebullición 0.786 ± 0.002 

MIP<-ebullición 0.738 ± 0.057 

MIP+TX-lOOd-homogeneización l. 278 ± 0.122 

pHMB-homogeneización l. 283 ± 0.133 

MIP+AA•-homogeneización 0.203 ± 0.036 

a: Las concentraciones proteínicas de los extractos se 
determinaron en las fracciones solubles del parásito 
empleando el método de Lowry. Los datos se refieren a 
dos experimentos independientes. 

b: para-hidroximercuribenzoato 
c: mezcla de inhibidores de proteasas (Ver Material y 

Métodos) 
d: Tritón x-100 
e: Acido acético. 
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7. 4. Análisis electroforético de los .extractos totales solubles 

del parásito. 

Con la finalidad de determinar la complejidad e integridad 

físicoquímica de las diferentes preparaciones antigénicas obtenidas 

por los 5 métodos previamente descritos, se llevó a cabo un 

análisis electroforético en geles de poliacrilamida preparados a 

concentración constante del 10% o en gradiente continuo de 5 a 15% 

de acrilamida en presencia de dodecil-sulfato de sodio (SDS)y en 

condiciones reductoras con beta-mercaptoetanol de acuerdo a lo 

decrito en Material y Métodos. 

En la Figura 8B se muestra el patrón obtenido cuando se 

separaron los componentes de la mezcla antigénica del parásito en 

un sistema en gradiente continuo 5 a 15 % de acrilamida. En los 

carriles 1, 3, 5, 7 y 9 se observan los patrones de las fracciones 

solubles obtenidas en cada uno de los procedimientos empleados, y 

en los carriles con los números 2, 4, 6, 8 y 10 se muestran los 

patrones de las fracciones insolubles o pastillas. 

Con respecto a los extractos de la fracción soluble obtenida 

después de tratar por calentamiento la suspensión de células y en 

presencia de pHMB (carril 1) o con la solución que contiene una 

mezcla de inhibidores de proteasas (carril 3), se observó en forma 

constante, un número reducido de componentes del parásito al 

compararlos con los patrones obtenidos con los otros métos 

empleados (20 y 13 bandas respectivamente). 

El análisis de la fracción insoluble o pastilla obtenida por 
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Mr(Kct) 

232 

l .pHMB+ebullición 4. pHMB +hO!roQen 7. Tritón-sonic G.L. 
2. Mezcla +ebul 1 i e ión 5. Ac. Ac.+ homogen 
3. Tritón+ homogen 6. Stock (4) 

FIGURA 8 A y B. ANALISIS ELECTROFORETICO DE LAS FRACCIONES SOLUBLES 
E INSOLUBLES DE TROFOZOITOS DE ~.histolrtica TRATADOS BAJO 
DIFERENTES CONDICIONES. Un total de lxlO de trofozoitos de 
~.histolytica se emplearon para obtener las fracciones solubles 
(carriles 1, 3, s, 7, 9 y 11) y las pastillas (carriles 2, 4, 6, 8, 
10 y 12) del extracto proteínico obtenido usando diferentes 
tratamientos: ebullición-pHMB (carril 1 y 2), ebullición-mezcla de 
inhibidores de proteasas (carril 3 y 4), homogeneización-mezcla de 
inhibidores de proteasas-Tritón X-100 (carril 5 y 6), 
homogeneización-pHMB (carril 7 y 8), homogeneización-ácido 
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acético-mezcla de inhibidores de proteasas (carril 9 y 10). Así 
mismo se analizaron extractos de parásitos empleando 2oox106 

trofozoítos y tratamiento por homogeneización-pHMB (carril 11 y 
12). un extracto total soluble de trofozoítos de Giardia lamblia 
tratado por sonicación y Tritón X-100 se analizó y usó como 
referencia (carril 13). La concentracíon de proteína empleada en 
cada caso fue de :::<90 µg de proteína por carril. Las fracciones 
obtenidas se separaron por PAGE-SDS en gradiente 5-15% (Panel A) y 
a concentración constante al 10% (Panel B) . La tinción de proteínas 
se llevó a cabo con Azul Brillante de Coomassie. Los marcadores de 
peso molecular se indican en KDa. 
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los procedimientos antes descritos, mostró también un número 

reducido de componentes del parásito (carril 2, 21 bandas) en el 

caso de tratamiento con calentamiento en presencia de pHMB; además, 

se observó que el' patrón es similar al obtenido en la fracción 

soluble obtenida con el mismo procedimiento. 

Cuando se analizó la fracción insoluble que se obtiene de los 

parásitos tratados por calentamiento y en presencia de una mezcla 

compleja de inhibidores de proteasas, se observó un gran número de 

componentes del parásito que sugirió que no todos los antígenos del 

parásito logran solubilizarse con el procedimiento aplicado (carril 

4, 34 bandas). 

Cuando se comparó el patrón electrof orético mostrado por las 

fracciones solubles de los extractos amibianos obtenidos por 

homogeneización en presencia de Tritón X-100, mezcla de inhibidores 

de proteasas (carril 5) y los extractos del parásito obtenidos 

homogeneizando la mezcla en presencia de pHMB (carril 7) o con 

tratamiento con ácido acético (carril 9) se observó que estos 

patrones son similares entre si detectándose 35, 38 y 36 bandas en 

cada uno de ellos, respectivamente. 

A pesar de la similitud numérica en proteínas entre esas 

fracciones, el grado de definición en el patrón proteínico es 

diferente en cada caso. Una mejor definición se observó cuando los 

antígenos del parásito se solubulizaron por homogeneización en una 

solución que contenía pHMB (carril 7). Además, este patrón 

antigénico fué el mismo cuando se aplicó el mismo tratamiento a un 

mayor número de parásitos (200 millones de trofozoitos) según se 
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que hay una al ta reproducibil id ad en el métod_o párá, la reéuperación 

de antígenos de ~.histolytica. 

El patrón electroforético de la fracción insoluble obtenida 

por homogenización en presencia de Tritón X-100 (carril 6, 22 

bandas), en presencia de pHMB (carril 8 y 12, 22 bandas cada uno) 

o en presencia de ácido acético (carril 10, 26 bandas) confirma 

claramente una baja recuperación de proteínas a partir de dicha 

fracción cuando se comparó con la fracción soluble, mostrando un 

menor número de componentes. 

De esta forma, los resultados obtenidos en estos análisis 

indican que los patrones de los antígenos amibianos son altamente 

complejos, conteniendo aproximadamente 40 bandas proteicas con un 

peso molecular que varía entre 10 y 220 kDa. En éstos, las bandas 

proteínicas más abundantes por tinción con el colorante Azul de 

Coomassie fueron aquellas de 119, 98, 46, 39, 37 y 22 kDa. 

El análisis del patrón electroforético de las proteínas a 

partir de una mezcla compleja de antígenos amibianos, analizados en 

el sistema electroforético en geles a concentración constante del 

10% de poliacrilamida y en presencia de SDS y en condiciones 

reductoras (Figura BA) permitió observar que, cuando la muestra se 

trató con ebullición en una solución que contiene mezcla de 

inhibidores de proteasas (carril 3 y 4) o bien en una solución que 

contiene pHMB (carril 1 y 2), las fracciones solubles mostraron 12 

bandas en el primer caso (carril 1) y 7 bandas en el 2do (carril 

3). El carril 2 corresponde a la fracción insoluble posterior al 
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tratamiento con ebullición y pHMB con 11 bandas y la fracción 

insoluble obtenida al trata~ 1a mezcla antigénica amibiana y en 

presencia de una mezcla de inhibidores muestra hasta 29 bandas 

según se aprecia en el carril 4, lo cual parece indicar que un gran 

número de componentes no se solubiliza en estas condiciones y con 

este tratamiento. 

El patrón electroforético de las fracciones solubles obtenidas 

al tratar la mezcla de antigenos amibianos con homogeneización y en 

presencia de Tritón X-100 (carril 5) o bien en presencia de pHMB 

(carril 7) o en caso de recuperarlos por tratamiento con ácido 

acético (carril 9) proporcionaron resultados similares. Así se 

observó que los patrones obtenidos con estos métodos contuvieron 

25, 31 y 28 bandas respectivamente. El análisis de estos 3 

procedimientos permitió determinar una mejor definición del patrón 

electroforético cuando los trofozoítos fueron homogeneizados en 

presencia de pHMB. Estos datos fueron similares a los obtenidos 

cuando la mezcla antigénica se trató en condiciones similares y se 

analizó en geles continuos con 5-15% de acrilamida (Figura 8B, 

carril 11) . 

La fracción insoluble obtenida al tratar a los trofozoítos por 

homogeneización y en presencia de una mezcla de inhibidores de 

proteasas y de Tritón X-100 (carril 6) mostró un total de 10 bandas 

con un grado de definición muy bajo. Por otro lado, algo similar 

ocurrió con la fracción insoluble obtenida después de homogeneizar 

en presencia de pHMB, observándose tenuemente un total de 12 bandas 

(carril 8) • 
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Finalmente, al analizar la fracción insoluble obtenida al 

tratar los trofozoítos por homogeneización y en presencia de ácido 

acético se observó que el carril en el cual se colocó la muestra 

presenta un corrimiento con deformaciones y con menor definición 

del patrón de proteínas, compuesto de ~13 bandas (carril 10). 

Al comparar el grado de definición de los patrones 

electroforéticos de las proteínas obtenidas después de los 

diferentes tratamientos empleados, se observó una mejor separación 

de los componentes proteínicos cuando se empleó el sistema en 

gradiente continuo (5-15%) en comparación con aquéllos corridos a 

concentración constante (10%) de acrilamida. Esto se pudo inferir 

al analizar el número de bandas resueltas en cada caso, el cual 

siempre resultó inferior en el sistema a concentración constante. 

Los datos obtenidos sugieren que el empleo del sistema PAGE­

SDS y en presencia de beta-mercaptoetanol en gradiente continuo 5-

15% permite una mejor separación de los componentes proteínicos a 

partir de una mezcla compleja de antígenos amibianos, así como una 

mayor definición de dicho patrón. Por lo anterior, este sistema 

electroforético se seleccionó para realizar los ensayos de IET 

posteriores. 
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7.5. Inmunoelectrotransferencia. 

Considerando los resultados descritos anteriormente respecto 

al procedimiento p'ara la obtención del extracto soluble total como 

antígeno amibiano, se seleccionaron el tratamiento con 

homogeneización en presencia de pHMB y la separación 

electroforética de los componentes de dicha mezcla de antígenos en 

el sistema de geles de poiiacrilamida con SDS en gradiente continuo 

5-15% y con beta-mercaptoetanol para establecer las condiciones 

estandar para el ensayo de IET. 

con el objeto de determinar la cantidad óptima de proteína 

para transferir al PNC y de esta forma asegurar una buena 

reactividad con el suero a probar, se emplearon 3 concentraciones 

diferentes de proteína (60, 120 y 180 µg por cm de amplitud del 

gel). 

Los resultados de este ensayo se pueden observar en la Figura 

9, donde se muestra un gel de poliacrilamida teñido con Azul de 

Coomassie después de la transferencia. En el primer carril de la 

izquierda marcado con M, se muestran los marcadores de peso 

molecular empleados y en los 3 siguientes carriles se aprecian las 

3 diferentes concentraciones de proteína empleadas (60 µg/cm, 120 

µg/cm y 180 µg/cm) . 

De esta forma se apreció que cuando se empleó una mayor 

concentración de proteína, no ocurrió una transferencia total de la 

misma y una cantidad de ésta permaneció en el gel. 

Finalmente, en el carril del extremo derecho aparece un 
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FIGURA 9. ANALISIS ELECTROFORETICO DE EXTRACTOS SOLUBLES DE 
g.histolytioa. Se emplearon 3 diferentes concentraciones proteícas 
de extracto soluble de _;;.histolytica {60, 120 y 180 µg/cm de 
proteína antigénica) obtenido por homogeneización en presencia de 
p-HMB 10 mM. Esta mezcla soluble de antígenos se separó en un 
sistema de PAGE-SDS en gradiente 5-15% y en presencia de B­
mercaptoetanol; unas vez transferida a PNC se tiñó el gel con el 
colorante Azul Brillante de Commassie. Carril M) Marcadores de peso 
molecular teñidos con Azul Brillante de Cornomassie que 
permanecieron en el gel después de transferidos al PNC. 60, 120 Y 
180 µg de proteína/cm de gel después de transferido a PNC, 
retenidas en el gel teñido con el mismo colorante. Carril T) 
Fragmento del mismo gel teñido con el mismo colorante antes de ser 
transferido al PNC. 
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FIGURA 9. ANALISIS ELECTROFORETICO DE EXTRACTOS SOLUBLES DE 
~.histolytica. Se emplearon 3 diferentes concentraciones proteicas 
de extracto soluble de :¡¡;.histolytica (60, 120 y 180 µg/cm de 
proteína antigénica) obtenido por homogeneización en presencia de 
p-HMB 10 mM. Esta mezcla soluble de antígenos se separó en un 
sistema de PAGE-SDS en gradiente 5-15% y en presencia de B­
mercaptoetanol; unas vez transferida a PNC se tiñó el gel con el 
colorante Azul Brillante de Commassie. Carril M) Marcadores de peso 
molecular teñidos con Azul Brillante de Comomassie que 
permanecieron en el gel después de transferidos al PNC. 60, 120 Y 
180 µg de proteína/cm de gel después de transferido a PNC, 
retenidas en el gel teñido con el mismo colorante. Carril T) 
Fragmento del mismo gel teñido con el mismo colorante antes de ser 
transferido al PNC. 
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fragmento del gel de poliacrilamida teñido con Azul de Coomassie 

previo a la IET que muestra el mismo patrón observado en los 

ensayos para la selección del mejor procedimieto de obtención del 

extracto total soiuble. 

Otra forma de analizar si la concentración de proteína 

empleada era suficiente, fué tiñendo fracciones del PNC después de 

realizar la transferencia. Para ello se emplearon 2 procedimientos: 

Tinción con Tinta India d con Amido-Black (ver Material y Métodos) . 

La tinción de una tira de PNC permite corroborar que la 

transferencia fué adecuada, de ahí que resulte necesario elegir el 

mejor protocolo. 

En la Figura 10 se muestran los resultados obtenidos después 

de teñir una tira de o. 4 mm de ancho de cada una de las 3 

diferentes concentraciones empleando por separado ambos protocolos 

de tinción. Se observó claramente que en la tira con la mayor 

concentración de proteína transferida (180 µg/cm), se logró una 

menor definición del patrón electroforético, independientemente del 

procedimiento de tinción empleado. 

Al comparar ambos protocolos de tinción, se observó que cuando 

se empleó Amido-Black para teñir las tiras con los marcadores de 

peso molecular, se logró una definicion adecuada; ésto no ocurrió 

completamente en las tiras donde se encontraba transferida la 

mezcla compleja de antígenos amibianos, para lo cual, el teñir con 

Tinta India resultó adecuado. 

Otro procedimiento para evaluar la concentración óptima de 

proteína por transferir consistió en probar la reactividad de los 
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FIGURA 10. TINCION DEL PAPEL DE NITROCELULOSA TRANSFERIDO CON 
EXTRACTO TOTAL SOLUBLE DE ~.histolytica. Se probaron 2 protocolos 
para tinción del PNC después de transferir diferentes 
concentraciones del extracto total soluble arnibiano a partir de un 
gel de poliacrilarnida. 1)180 µg de proteína/cm de gel. 2)120 µg de 
prot./crn de gel. 3) 60 µg de prot./crn de gel. A.B.) Protocolo de 
tinción que emplea Amido-Blanck. T.I.) Protocolo de tinción que 
emplea Tinta India. M) Marcadores de Peso Molecular teñidos con 
Amido-Black y expresados en kDa. 
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antígenos transferidos ·a. tiras d.e PNC con sueros de humanos que 

presentaron diferentes' ;~o~~i6tori~s clínica·s de arnibiasis: 

Asintomático (carril 2), Arnibiasis Intestinal (carril 3) y 

Arnibiasis Hepática (carril 4) así corno el suero de un individuo 

recién nacido.(carril 1) (Ver Figura 11). Estos sueros se emplearon 

en dos condiciones de dilución frente a cada concentración: 1:50 

{panel a) y 1:200 (panel b}. 

En la Figura 11 en ros paneles Ia, IIa y IIIa se muestran los 

resultados al emplear estos sueros a una dilución 1:50. Se puede 

observar una relación directamente proporcional entre el número de 

bandas que reaccionaron con los sueros y la concentración de 

proteína transferida en cada caso. De esta forma, la concentración 

óptima parece ser de 120 µg/crn ya que a una menor concentración {60 

µg/crn) un menor número de bandas logró reconocerse. En el caso en 

que se empleó una mayor concentración de proteína (180 µg/cm) el 

número de bandas fué comparable al de la concentración media (120 

µg/cm) sin embargo se observó un fondo de reacción alto, lo cual 

resultó en mala definición de las proteínas separadas (Ver panel 

I,carril 4a; panel II, carril 4a y panel !!,carril 4a). 

El análisis del patrón de reconocimiento de antígenos por 

sueros diluidos 1:200 (ver Ib,IIb y IIIb) permitió observar una 

menor reactividad frente a los antígenos arnibianos cuando se 

compara con la reactividad de los sueros diluidos 1:50. 

Respecto a la reactividad mostrada por los diferentes sueros 

anal izados, se pudo observar que el suero proveniente de un 

individuo con arnibiasis hepática mostró mayor reactividad al 
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FIGURA 11. IDENTIFICACION DE ANTIGENOS DE .f¿.HISTOLYTICA RECONOCIDOS 
POR ANTICUERPOS DE PACIENTES ASINTOMATICOS DETERMINADOS POR IET. El 
extracto soluble total de trofozoitos del parásito se obtuvo por 
homogeneización en presencia de pHMB. Los componentes de la mezcla 
de proteínas se separaron por PAGE-SDS en gradiente 5-15% con B­
rnercaptoetanol. La transferencia se realizó a PNC en tiras de 4 mm 
de ancho en concentraciones de 60 µg/cm de gel (Panel I), 120 µg/cm 
de gel (Panel II) y 180 µg/cm de gel (Panel III). Cada tira se 
expuso a los sueros diluidos 1:50 (Panel a) y 1:200 (Panel b). Los 
sueros empleados fueron: Individuo de 2 meses de edad (carril 1) , 
individuo con amibiasis asintomática (carril 2), paciente con 
amibiasis intestinal (carril 3) y un paciente con amibiasis 
hepática (carril 4). En todos los casos, la reacción se reveló con 
el conjugado de inmunoglobulinas de cabra anti-inmunoglobulinas 
totales humanas acopladas a peroxidasa de rábano. Los marcadores de 
peso moleular se indican en kDa. 
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compararlo con cualquiera de los otros 2 estados clínicos de 

amibiasis, así como con el suero del individuo control. Al analizar 

los sueros de pacientes con amibiasis intestinal, se observó una 

baja reactividad r~specto a la detectada por el suero del paciente 

con amibiasis asintomática. Por otro lado, en ninguno de los casos 

se observó reactividad con el suero del individuo recién nacido. 

En relación a las condiciones de transferencia, un voltaje 

constante de 100 V (entre 200 y 500 mA) durante 2 h, permitió una 

movilización adecuada de las proteínas hacia el PNC, según se pudo 

constatar al compararlo con otros protocolos de transferencia 

probados (datos no mostrados) . En uno de estos protocolos, se 

sugiere el empleo de voltaje más bajo durante periodos mas largos, 

como ejemplo: 65 V durante 6 h o 30 V durante toda la noche 

resultando en una transferencia muy similar a cuando se realiza en 

las condiciones propuestas en este trabajo. 

Finalmente, se probaron 2 protocolos en relación a la 

reactividad del suero inmune. En el primer caso, se empleó una 

solución que contiene albúmina sérica bovina al 3% con Tritón X-100 

al 4% en PBS (Figura 12, panel A) y en el segundo caso una solución 

que contiene leche descremada en polvo (SveltesMR) al 5% y Nonidet 

P-40 al 0.1% en ASF (Figura 12, panel B). cuando las muestras se 

diluyeron en albúmina sérica bovina se observó una alta reactividad 

hacia varios componentes de ~.histolytica. Por el contrario, cuando 

los sueros de humanos infectados con otros parásitos se diluyeron 

en leche descremada en polvo al 5%-Nonidet P-40 en PBS, se observó 

una marcada reducción de reactividad no específica hacia 
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componentes de ~.histolytica. 

El suero de individuos infectados con §.lamblia mostraron un 

reconocimiento débil de 4 bandas de proteínas (carriles 5 y 6), en 

tanto que el suero de un infectado con ~.vermicularis (carril 10) 

reaccionó con otros 4 componentes de ~.histolytica. El suero de un 

individuo infectado con A.lurnbricoides (carril 11) reconoció hasta 

9 componentes del parásito uno de los cuales (:::<70 kDa) fué 

fuertemente reconocido. 'En el caso de los sueros de individuos 

infectados con H-DB.D.9., uno mostró una reacción débil (carril 7), no 

observándose ninguna reactividad en los sueros restantes (carril B 

y 9). Con respecto a los sueros control de un individuos no 

infectado (carril 1), de un paciente portador asintomático (carril 

2), de un paciente con amibiasis intestinal aguda (carril 3) y de 

un paciente con amibiasis hepática (carril 4) no se mostró fondo de 

reactividad y los antígenos del parásito fueron específicamente 

reconocidos al emplear leche en polvo descremada/Nonidet P-40 en 

PBS. 

Los resultados observados sugieren que el uso de leche 

descremada se traduce en una reducción importante de reacciones 

inespecíficas, asi como del fondo de reactividad sin que se afecte 

la actividad de los sueros control previamente empleados. 
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7.6. Análisis del patrón de reconocimiento de antígenos de 

~.histolytica por los anticuerpos presentes en el suero de 

pacientes con infección intestinal por otros parásitos. 

Varios estudios han sugerido que la amibiasis en México se 

presenta en las áreas que son también endémicas para otras 

enfermedades parasitarias del intestino. De esta forma, resulta 

importante probar la reactividad que muestran los sueros de 

individuos infectados con otros parásitos diferentes a 

g.histolytica, frente a los antígenos de éste último. 

En estos ensayos, los patrones de reactividad de los sueros de 

individuos con amibiasis sintomática o asintomática, ya mostrados 

previamente en los ensayos de estandarización de la técnica de IET 

se compararon con el patrón de reactividad de los sueros de 

individuos no infectados (suero de individuos recién nacido o niño 

de 2 meses de edad), así como con el patrón de reactividad de los 

sueros de individuos infectados con otros parásitos. 

En la Figura 12, panel A se muestran dichos patrones de 

reactividad cuando los sueros se diluyen 1:50 en PBS con albúmina 

sérica bovina al 3% con Tritón X-100 al 4%; y en el panel B, el 

patrón de reactividad frente a los atígenos de g.histolytica cuando 

los sueros se diluyeron 1: 50 en una solución de PBS con leche 

descremada en polvo al 5% y Nonidet P-40 al 0.1%. Se observó una 

diferencia muy marcada en el patrón de reactividad hacia los 

antígenos de g.histolytica dependiendo del diluyente empleado para 

el suero. 
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cuando las muestras se dÚüyriró~_>e~_PBS a:l. 3% más Tritón x-100 

al 4%, se observó una mayor r~a~ÜYÍci~.d A~cia yários componentes 

antigénicos del parásito (panel ]A)}: J()~;-~i ~ontrario cuando los 

sueros de humanos.infectados con otros parásitos intestinales se 

diluyeron con leche descremada en polvo al 5% con NP-40 en PBS se 

observó una marcada reducción en las reacciones de tipo 

inespecífico· (panel B, carril 5-12). Esto no ocurrió con los sueros 

de individuos que presentaron algún tipo clínico de arnibiasis 

(Panel B tiras 2-4). El análisis individual de cada par de sueros 

de individuos infectados con un tipo dado de parásito intestinal, 

mostró que en el caso de los sueros de individuos infectados con el 

parásito intestinal§.. larnblia, el reconocimiento de componentes del 

parásito E.histolytica se redujo a 4 bandas (Ver panel B, carril 5 

y 6). En uno de los sueros de individuos infectados con 

E.verrnicularis (panel B, carril 9 y 10) tarnbien se observó reacción 

con sólo 4 antígenos arnibianos. 

En el caso de los individuos infectados con el parásito 

A.lurnbricoides (panel B, carril 11 y 12), se llegaron a reconocer 

hasta 9 componentes del parásito, de los cuales, un componente cuyo 

peso molecular es de ~70 kDa, fué mas intensamente reconocido. 

De los sueros de individuos infectados con H.nana sólo uno de 

ellos mostró una ligera reactividad con componentes de 

E.histolytica (panel B, carril 7 y 8). 

La reactividad del suero del individuo no infectado, 

considerado corno control negativo (carril 1) prácticamente fué nula 

al diluir este suero en la solución de leche descremada y Nonidet 
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P-40 en PBS (panel B) • 

En el caso de la reactividad mostrada por el suero de los 

individuos con algún tipo clínico de amibiasis, el tratamiento del 

suero con esta solución, no produjo disminución en el 

reconocimiento de los componentes del parásito, aunque si hubo 

mejoría en la definición del patrón por la disminución del fondo en 

las tiras de PNC. 
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FIGURA 12 A y B. RECONOCIMIENTO DE ANTIGENOS DE ~.histolytica POR 
SUEROS DE INDIVIDUOS CON INFECCION POR OTROS PARASITOS 
INTESTINALES. Los antígenos solubles de J;;.histolytica se obtuvieron 
por homogeneización en presencia de pHMB 10 mM y se separaron por 
PAGE-SDS y se transfirieron a PNC en una concentración de 120 µg/cm 
de gel. Las tiras se expusieron a muestras séricas diluidas 1:50. 
Los sueros probados incluyeron suero de individuo de 2 meses de 
edad sano (carril 1), individuo con amibiasis asintomática (carril 
2), paciente con amibiasis intestinal (carril 3), paciente con 
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amibiasis hepática (carril 4), sueros de individuos infectados con 
diferentes parásitos intestinales: Giardia lamblia (carril 5 y 6), 
Enterobius vermicularis (carril 7 y 8) , Hymenolepis nana (carril 9 
y 10) y Ascaris lumbricoides (carril 11 y 12). En el panel A se 
muestran las tiras cuando los sueros se diluyeron en BSA-3% y NP-40 
al 0.1% en ASF. En el panel B, los sueros se diluyeron en ASF con 
leche descremada en polvo al 5% y NP-40 al 0.1%. Los marcadores de 
peso molecular se indican en kDa. 
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7.7. Análisis de los patrones de reconocimiento antigénico por 

los sueros de pacientes con parásitos de diferente 

zimodemos. 

Una vez estandarizada la técnica de IET se procedió a analizar 

los sueros de individuos cuyos parásitos recuperados de heces 

mostraron un zimodemo definido como patógeno o no patógeno. 

Inicialmente se determinó el titulo de anticuerpos a cada suero 

individual mediante la técnica de IHA de acuerdo a lo descrito en 

Material y Métodos. De esta forma, se separaron los sueros en dos 

grupos, uno que correspondió a individuos con parásitos de ZP y 

otro que correspondió a sueros de individuos con parásitos de ZNP. 

Estos se organizaron en función del titulo de IHA en el cual 

resultaron positivos. El ordenamiento se hizo en forma ascendente 

en función del titulo. 

En la Figura 13 se muestran los patrones de reconocimiento de 

antígenos de g.histolytica por los sueros de pacientes cuyas amibas 

en heces mostraron un ZP y en las Figuras 14 A y 14 B se muestran 

los patrones de los sueros de pacientes cuyos parásitos aislados de 

heces mostraron un ZNP. Los resultados del ensayo de IHA mostraron 

que un porcentaje muy alto de sueros en cada grupo presentaron un 

titulo de dilución 1:16 con un 52 % en los ZP y 42 % en los ZNP. 

Respecto al patrón de reconocimiento de antígenos por IET se 

observó que en una gran cantidad de antígenos son reconocidos por 

estos sueros y se incluyen antígenos cuyos pesos moleculares van de 

10 hasta 165 kDa, en ambos tipos de zimodemo. 

-106-



Mr 
(Kd) 

232 

94 

67 

4:3 

21.1 
14.4 

Titulo HAI 

Zimodemo 

2 3 4 !5 6 7 B 9 10 11 12 13 14 15 ¡g 17 1B19 20 21 22 23 24 25 

~ í 
1 

i• -i . ¡ .,. 
' 1 
;..J;;;;..:.. 
'' - e: ... 

~-

~~~~~~,,-~~~~~---'~'--v-'~ 

I:J6 1:32 1:64 1: 128 

P P P P Jrn P P P P P W P P P P P P P P P :llII P P WXII 

:e z 
ci: U) 

-

FIGURA 13. ANALISIS POR INMUNOELECTROTRANSFERENCIA DE MUESTRAS 
SERICAS DE INDIVIDUOS ASINTOMATICOS INFECTADOS CON~. histolytica DE 
ZIMODEMO PATOGENO. Las muestras séricas de individuos que portaron 
amibas cuyo zimodemo fué patógeno (ZP) y con títulos de anticuerpo 
determinados por IHA que van de negativo a 1:128 se probaron por 
IET como se describió en Material y Métodos. Las diluciones séricas 
empleadas fueron de 1:25 para sueros con títulos de ~ 1:32 y 1:50 
para títulos de IHA ~ 1:32. P) ZP no descrito. Los controles fueron 
sueros de pacientes con AH y de un individuos sin historia previa 
de amibiasis. Los marcadores de peso molecular se indican en kDa. 
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FIGURA 14 A y B. ANALISIS POR INMUNOELECTROTRANSFERENCIA DE 
MUESTRAS SERICAS DE INDIVIDUOS ASINTOMATICOS INFECTADOS CON 
:E;,.histolytica DE ZIMODEMO NO PATOGENO. Las muestras séricas de 
individuos que portan amibas con zimodemo no patógeno (ZNP) con 
titules de anticuerpo determinados por IHA con títulos de dilución 
que van de negativo a 1:256 se probaron por IET como se describió 
en Material y Métodos. Las diluciones séricas empleadas 
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fueron de 1:25 para los sueros con títulos de IHA ~ 1:32 y 1:50 
para títulos de IHA ~ 1:32. En el panel A se muestran los antígenos 
de ~.histolytica reconocidos por sueros con títulos de HAI ~ 1:16 
y el panel B incluye los antígenos reconocidos por sueros con 
títulos de HAI ~ 1:32. Los marcadores de peso molecular se indican 
en kDa. 
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Estos patrones de reconocimiento variaron tanto en el número 

de componentes reconocidos como en el tipo de proteína reconocida 

por cada suero en particular, además que no mostraron diferencias 

particulares relacionadas con el zimodemo o con el titulo de IHA. 

Aunque los patrones de reactividad variaron entre las 

diferentes muestras séricas probadas, hubo algunos componentes 

reconocidos por los anticuerpos presentes en los sueros de estos 

individuos independientemente del zimodemo. 

Los sueros de los individuos cuyos parásitos en heces 

presentan el ZP reconocieron los siguientes componentes del 

parásito mas frecuentemente: 119 (56%), el doblete 98-100 (52%), el 

doblete 50-52 (36%) y en igual porcentaje el antígeno identificado 

como de 65 kDa (36%). 

Respecto a los componentes del parásito reconocidos más 

frecuentemente por los sueros de individuos cuyos parásitos en 

heces mostraron un ZNP, los antígenos de 165 (73%), el doblete 98-

100 (62%), el de 65 (56%) y el de 50 (60%) kDa fueron los mas 

frecuentemente reconocidos. 

Un análisis general de los componentes del parásito 

reconocidos en estos ensayos independientemente del zimodemo 

mostrado por los parásitos recuperados de heces, indicó que los 

antígenos cuyos pesos moleculares corresponden a 165 (61%), el 

doblete 98-100 (59%) y el antígeno de 65 (50%) fueron los más 

frecuentemente reconocidos. En la Tabla 4 se muestran estos datos. 

En ambos casos, las muestras séricas consideradas como negativas 

por la técnica de IHA a diluciones mayores a 1:8 debido a que no se 
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presentó reacción con los antígenos de g.histolytica, mostraron 
reactividad hacia varios componentes del parásito en este ensayo de 
IET. 

TABLA 4. FRECUENCIA EN EL RECONOCIMIENTO DE ANTIGENOS DE 
~.histolytica EN ENSAYOS DE IET POR SUEROS DE PACIENTES 
CON PARASITOS DE ZIMODEMO DETERMINADO. 

1 1 

1 Frecuenciaª Frecuenciab Frecuencia e 

Mr (KDa)• en ZNP (%) en ZP (%) total 

165 73 36 61 

98(d) 62 52 59 

50(d) 60 36 51 

65 56 36 50 

119 36 56 42 

78 35 24 31 

43 25 20 24 

*: Pesos moleculares de los componentes antigénicos de 
g.histolytica mas frecuentemente reconocidos. 

(%) 

1 

a: Porcentajes de los antígenos reconocidos por los sueros de 
individuos cuyas amibas en heces muestran un ZNP. 

b: Porcentaje de los antígenos reconocidos por los sueros de 
individuos cuyas amibas en heces muestran un ZP. 

c: Porcentaje de los antígenos reconocidos por los sueros de 
individuos portadores asintomáticos sin considerar el 
Zimodemo de la amiba que portan en intestino. 
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8. DISCUSION 
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DISCUSION. 

La arnibiasis se ha reconocido corno factor importante de 

elevadas tasas de mortalidad y morbilidad en el mundo, corno lo 

demuestran los datos que Walsh reporta en 1986. sus estimaciones 

sugieren la existencia de al menos 500 millones de enfermos en el 

mundo, 40 de los cuales desarrollan una colitis incapacitante o 

abscesos extraintestinal:es; cuando menos 40 mil muertes fueron 

atribuidas a la arnibiasis. 

En nuestro país, en una encuesta serológica en niños de la 

Ciudad de México Gutiérrez-Trujillo y col (1972) determinaron una 

prevalencia del 3.9%. Landa y col (1972, 1974) en adultos 

determinaron una frecuencia de 5-6% en una población urbana y 20% 

en una población semirural de la costa del Golfo de México. 

Por algún tiempo se ha sabido que una gran proporción de 

individuos infectados con el parásito presentan arnibiasis 

asintomática. Las causas de que no se desarrolle la enfermedad aún 

cuando el parásito se detecta en grandes cantidades en el huésped 

no se conocen con detalle. Estas involucrarían tanto factores del 

huésped corno del parásito incluyendo en este último caso la 

patogenicidad de los organismos infectantes. En relación con este 

aspecto, el estudio de la respuesta inmune en el huésped infectado 

y su relación con el estado clínico del paciente y el Zirnodemo de 

las amibas presentes en heces de individuos portadores 

asintomáticos puede aportar información respecto a la evolución y 

comportamiento de tales individuos. Estos aspectos se abordaron en 
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estudio considerando que· el Zimodemo de los p~rá~itos 

se tom·~ · '.e~ . í¡· ·~~t:~alidad, como 

este 

infectantes un marcad~r••·~de 

patogenicidad de acuerdo a l.6~-k~pll,esto por Sargeaunt (197.8,il.9~9, 
1980b) . 

Así, en el trabajo realizado en esta tesis, de 2048 individuos 

encuestados se seleccionaron 80, considerando que se pudo 

determinar a) la presencia de quistes de Entamoeba histolytica por 

el método de Ferreira, b? el titulo de anticuerpos por IHA, c) el 

cultivo de heces en medio de Robinson para la recuperación de los 

trofozoitos y realizar la determinación del patrón isoenzimático 

para caracterización de patogenicidad de las amibas que portaban en 

el intestino en base a los criterios propuestos por sargeaunt 

( 1978, 1979, 1980b). Los datos obtenidos en estos ensayos se 

compararon con aquellos observados en la determinación del patrón 

de antígenos de li.histolytica reconocido por los sueros de estos 

pacientes con la técnica de Inmunoelectrotransferencia. 

La determinación del Zimodemo fué la base que estableció el 

número total de muestras por estudiar. Esto se debió a que en una 

proporción de las mismas, en las cuales se lograron cultivar 

trofozoitos, el patrón isoenzimático no pudo clasificarse 

considerando los criterios propuestos por Sargeaunt (Ver Tabla 2) 

y otra proporción de casos (370, 21%) a pesar de que se demostró la 

presencia del parásito en heces, no se logró su cultivo en el medio 

de Robinson (270, 65.4%) (Martinez-Garcia y col, 1990a y b). En 

relación a estas observaciones, se han reportado datos similares en 

otros estudios donde el rendimiento del cultivo de heces para la 
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recuperación de trofozoítos es bajo. Así, Jac)Cson y col (1985) 

reportan que de 291 casos, en el 71% no se recuperaron trofozoitos 

de las heces cultivadas. 

Respecto a la frecuencia del tipo de amiba recuperada de las 

heces de los individuos en este estudio, se encontró que el 31% (25 

casos) correspondieron a ZP y el 69% (55 casos) a ZNP (Tabla 2). 

Por su parte Jackson y col (1985), reportan que en 88 muestras de 

la población de Sud-Africa, se logró el cultivo de trofozoitos en 

medio de Robinson, siendo 37.5% (33 casos) ZNP y 62.5% (55 casos) 

ZP, datos que resultan diferentes a lo encontrado para nuestra 

población. En un estudio en niños de la Ciudad de México, hecho por 

Jiménez y col (1982) se mostró que de 100 muestras de heces 

analizadas, 80 (80%) fueron ZNP y 20 (20%) ZP, estos últimos 

correspondieron a individuos con sintomatologia sugestiva de 

amibiasis intestinal aguda. Por otro lado, Sargeaunt y col (1982b) 

a partir de 115 muestras de heces con quistes de ~- histolytica 

obtenidas de 3 áreas de México (seleccionadas por la facilidad de 

obtención) , encontraron que 99 muestras (86%) fueron ZNP y 16 (14%) 

ZP, relacionadas estas con sintomatologia intestinal. En otro 

trabajo de los mismos autores (1984) que incluyó 54 individuos de 

diferentes ciudades de la India se encontró que 26 casos (48%) 

fueron ZNP y 28 (52%) ZP, correspondiente al tipo XIV. 

Estas diferencias de comportamiento en la frecuencia de 

Zimodemo podría encontrar explicación en lo propuesto por Sargeaunt 

respecto a la distribución por región geográfica de los diferentes 

tipos de zimodemo (1984). 
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Respecto al tipo de zimodemo 
. . 

~~:- ~:1a-s·-7~: ,a·in.iba-~-

cultivadas de las heces de individuos en este estudio, el Zimodemo 

mas frecuentemente identificado fue el VIII (25· casos, 69%) que 

aunque Jiménez y ~ol lo reportan en 1982 y Sargeaunt y col en 

1982b, en una revisión del tema el mismo Sargeaunt no lo menciona 

para nuestro país (1984 y 1988). Posteriormente se identificó al 

Zimodemo III (8 casos, 14.54%) que está reportado como el mas 

frecuentemente reconocitlo junto con el I en nuestro país 

(Sargeaunt, 1988). Los zimodemos IX y XVII (5 casos cada uno, 

9.09%) le siguen en frecuencia al zimodemo III; el segundo zimodemo 

no ha sido reportado en nuestro país, hasta ahora. El zimodemo V (4 

casos, 7.29%) y los zimodemos XII y IV (3 casos cada uno, 5.45%) ya 

han sido reportados en nuestro país por otros autores. Con 2 casos 

cada uno, están los zimodemos VII, I y X (3.63%) y finalmente el 

zimodemo XVIII. Este último no había sido reportado para México. De 

manera interesante se observó que la mayoría de las muestras de ZP 

(20 de 25, 80%) son consideradas de ZP porque cumple con los 

criterios establecidos por Sargeaunt, aunque no presentan similitud 

con ninguno de los zimodemos descritos hasta ahora (Ver Tabla 1). 

Una posible explicación a este hecho se basaría en las 

variaciones observadas en el patrón de las enzimas GPI y PGM por la 

migración de las bandas r y ó, lo cual como propone Blanc y col 

( 1991) depende de la concentración de almidón empleado en el 

cultivo de Robinson. 

En un estudio sargeaunt y col (1982b) reportan para México los 

Zimodemos II-XI en tanto que Jiménez y col (1982) reportan el 
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hallazgo en nuestro país de los Zirnodernos I-III, V, VII, VIII y X. 

En otro trabajo de sargeaunt (1984) se analizó la distribución 

geográfica de los zirnodernos en el Mundo y reporta los siguientes 

para México: I-VII, IX, X, XII y XIII. En un trabajo de 

recopilación el mismo autor (1988), los zirnodernos considerados 

propios de nuestro país son: I, II, II a-, III ó-, IV-VII, IX, X, 

XII y XIII. De esto resulta que los zirnodernos que no han sido 

reportados para nuestro 'país son los tipos XVII, XVIII y el tipo 

VIII que aunque fué reportado por Jirnénez y col (1982) para nuestro 

país, en el trabajo de revisión de Sargeaunt (1988), no lo refiere. 

En el análisis respecto a los Zirnodernos, se debe considerar 

que la población estudiada es de individuos portadores 

asintomáticos y de manera sobresaliente se observó que el 31% 

portaba amibas de ZP. Estos datos no muestran relación con lo 

reportado por Gathirarn y col (1985) que muestran que el 90% de 

portadores asintomáticos presentan amibas no patógenas y sólo un 

10% presenta características de corrimiento electroforético de 

isoenzirnas correspondiente a ZP. Esto puede deberse a que se 

presenta rnultiformidad en los zirnodernos determinados en los 

trofozoítos recuperados de heces de individuos de nuestro país corno 

lo propone Sargeaunt; o bien la existencia de cepas mixtas en un 

mismo individuo, sin dejar fuera la posibilidad de intercambio 

genético que explica el origen del zirnoderno XX (Sargeaunt, 1985) . 

otra explicación se basaría en la posibilidad de que nuestros casos 

hubieran sido detectados en el inicio de la enfermedad puesto que 

el estudio es transversal, o bien que el patrón isoenzirnático 
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determinado para las amibas 

representativo del carácter 

recuperadas 

patógeno de 

de 

la 

sus heces no sea 

amiba (Sargeaunt, 

1987,1988) pues como se conoce, las enzimas que se valoran no 

participan en mecanismos de patogenicidad. Por otro lado, existen 

trabajos de Mirelman (1986a y 1986b) y Andrews y col (1990) donde 

reportan la inestabilidad de este patrón de caracterización de 

patogenicidad de amibas consideradas no patógenas ante el reto con 

microbiota proveniente d'e amibas patógenas. 

En nuestro estudio, la respuesta inmunológica se valoró 

mediante la técnica de IHA, la cual se seleccionó por su al ta 

estabilidad y reproducibilidad (Sepúlveda, 1971, 1972). En este, 11 

casos (13.75%) de los 80 estudiados, no mostraron ninguna 

reactividad al emplear diluciones mayor o igual a 1:8. De estos 

casos seronegativos, 3 correspondieron a individuos con ZP. De los 

69 sueros restantes (86.25%), en 8 (10%) de estos se detectaron 

anticuerpos 

considerado 

con títulos iguales o mayores a 1:128, titulo 

para determinar existencia de amibiasis invasora 

reciente o activa (Kessel y col, 1965; García-Rosales y col, 1986). 

El estado clínico de todos los individuos estudiados en este 

trabajo fué de portadores asintomáticos al momento de recuperar 

muestras y por antecedentes clínico-epidemiológicos, lo cual nos 

sugiere la necesidad de un seguimiento de los mismos en un estudio 

longitudinal. Datos similares a los nuestros fueron reportados por 

Gathirarn y col {1985) quienes demostraron en un estudio hecho en 

una población rural de Africa que el 10% de los individuos 

portadores asintomáticos presentan anticuerpos antiamibianos 
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circulantes, aunque las amibas recuperadas de estos individuos 

portadores asintomáticos fueron en un 10% de caracteristicas 

patógenas y en un 21% de estos individuos con amibas de ZP hubo 

positividad serolÓgica, datos que difieren de los nuestros. 

El comportamiento serológico de los individuos estudiados 

podria ser explicado por la presencia de anticuerpos de memoria 

como resultado de una infección amibiana pasada; los reportes de 

Healy (1970), Juniper (1972) y Patterson (1980) mostraron que los 

anticuerpos de memoria contra ~.histolytica perduran hasta 11 años 

después de iniciada la infección. 

Por otro lado, se ha demostrado que los sueros inmunes son 

capaces de causar la muerte a los trofozoitos mediante la 

activación del complemento, sin embargo, no hay evidencia de que el 

titulo de anticuerpos tenga correlación con el curso clínico de la 

enfermedad (Krupp y col, 197lb, Trissl, 1982; Muñoz y col, 1986). 

Además, existen evidencias in vitro de que las amibas pueden evadir 

la acción de los anticuerpos mediante su redistribución en membrana 

(Aust-Kettis, 1978; Calderón, 1980, 1986). De esta forma se 

cuestiona si este tipo de respuesta inmune puede contribuir a 

limitar la invasión del parásito o si es responsable de algún tipo 

de resistencia adquirida evitando que se presente recurrencia de la 

enfermedad. A la fecha no se han presentado datos que permitan 

aclarar estos hechos. 

Para entender la relevancia de la respuesta imune en amibiasis 

se requiere de una clara definición de los antígenos que son 

reconocidos durante la interacción del parásito con su huésped 
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durante la infección. Los primeros estudios resultan de dificil 

interpretación debido al cultivo no axénico de los parásitos 

empleados para la elaboración de tales antigenos, por la presencia 

de material contaminante de bacterias o parásitos (Shaffer y col, 

1956; Goldman y col, 1962; Kessel y col, 1965¡ Maddison y col, 

1965, 1968¡ Krupp, 1966; Ali-Khan y col, 1968; Neal y col, 1968). 

La mayoría de los antigenos para serodiagnóstico en los últimos 

años se han hecho de trbfozoitos cosechados en medio axénico de 

Diamond, metodología que se sugirió para el cultivo de la cepa HM-

1: IMSS que fué empleada en este trabajo. 

Numerosos autores han reportado varios procedimientos para la 

preparación de antígenos que incluye tratamiento de la muestra por 

sonicación (Thompson y col, 1968; Krupp, 1974, 1977; Chang y col, 

1979; Sánchez-Nereida y col, 1978; Sawhney y col, 1980) o por 

homogeneización (Ali-Khan y col, 1970a y b; Aust-Kettis y col, 

1983). 

La decisión de emplear un antígeno de extracto total soluble 

se basa en lo reportado por Aust-Kettis y col (1983) respecto a la 

presencia de un gran número de componentes en el extracto soluble 

total de diversos pesos moleculares con actividad inmunogénica. Por 

otro lado, para minimizar la actividad endógena de proteasas se 

incluyó el empleo de diferentes inhibidores de proteasas, por lo 

cual se aplicaron 5 métodos diferentes. Los procedimientos 

empleados en este estudio se basaron en lo reportado por otros 

autores difiriendo sustancialmente en el tipo de inhibidores 

empleados y en el tratamiento de los trofozoítos. De acuerdo a lo 
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reportado por Parkhouse y col (1978) y Mathews y col (1986), el 

empleo de los inhibidores de proteasas es necesario para conservar 

la integridad de los componentes antigénicos del parásito y al 

parecer es la mezcla de varios de ellos la que con mas frecuencia 

emplean otros autores (Meza y col, 1986; Petri y col, 1987; 

Rosales-Encina y col, 1987; Joyce y col, 1988). 

El sitio de acción del inhibidor dependiendo del tipo de 

proteína ha sido reportado por otros autores (Neal, 1960; Me 

Laughlin y col, 1977; McGowan y col, 1982; Lushbaugh y col, 1984; 

Avila y col, 1985) . Así, en un estudio sobre proteinasas de 

~.histolytica, Pérez-Montfort y col (1987) emplearon diversos 

inhibidores de endopeptidasas para determinar las principales 

familias de proteinasas presentes en extracto total amibiano. En 

este trabajo, el empleo de pHMB (Inhibidor de protein-cisteinasa) 

resultó en un 92% de inhibición del efecto catalítico del extracto 

total de amibas. Esta observación puede explicar el hecho de que el 

pHMB resultó suficiente para impedir la lisis del extracto total 

soluble obtenido de cultivo axénico. Como antecedente, Calderón y 

col (1986) reportaron el empleo de únicamente pHMB como inhibidor 

de proteinasas para ~.histolytica en sustitución al PMSF empleado 

en otros estudios. Por otro lado, el empleo de este inhibidor de 

proteinasas de serina pudo no haber tenido un efecto marcado puesto 

que como lo reporta Pérez-Monfort (1987) éste es útil solamente 

cuando se emplea a concentración de 2 rnM y no a menos como en 

nuestro caso (1 mM). 

Respecto al tipo de tratamiento aplicado al extracto amibiano, 
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esto es homogeneización o ebullición, se compararon los patrones 

antigénicos de las fracciones solubles e insolubles obtenidas en 

cada caso. Independientemente del sistema de PAGE-SDS empleado 

(concentración constante al 10% o en gradiente 5-15%), se pudo 

observar en términos generales que la homogeneización fué mejor ya 

que no se observó degradación de los componentes protéicos según se 

aprecia en el análisis electroforético de las fracciones obtenidas 

(Fig 8 y 9) ; además 'de que por el número de componentes 

recuperados, se obtuvo un mayor número de bandas de proteínas 

después de aplicar el tratamiento por homogeneización. Así, por 

ejemplo, se contaron 38 bandas en la fracción soluble obtenida 

después de tratamiento por homogeneización y pHMB, en tanto que 

sólo se contaron 20 bandas cuando se trató la fracción soluble 

obtenida después del tratamiento en presencia del mismo inhibidor, 

pero por ebullición. 

El tratamiento por calentamiento o ebullición de la suspensión 

celular dió como resultado un rendimiento particularmente bajo en 

las proteínas recuperadas, ésto se debe probablemente, a la 

precipitación de material desnaturalizado y quizá al incremento en 

la actividad proteolítica en los extractos sometidos a este 

tratamiento como ya ha sido reportado en la literatura (Kobiler y 

col, 1980). 

Respecto al procedimiento de extracción de proteínas con ácido 

acético, se decidió probar el procedimiento descrito por Fraenkel­

Conrat (1957), aplicado en nuestro laboratorio para la obtención de 

componentes del parásito Giardia fill· El extracto soluble total 
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obtenido se comparó con los otros patrones que difirieron en el 

tratamiento aplicado y se observó un patrón similar tanto en el 

número de bandas como en la definición del mismo. La decisión de no 

emplearlo se basó en el bajo rendimiento neto de proteína por 

millón de parásitos (0.2 ng de proteína por millón de amibas). Este 

hecho puede explicarse por la precipitación de proteínas que se 

desnaturalizan, las cuales parecen localizarse en la fracción 

insoluble recuperada después del tratamiento. Por otro lado, este 

procedimiento empleó un tiempo mayor ya que después de obtenidos 

los extractos se requiere dializar y liofilizar la muestra. 

En todos los casos, las fracciones insolubles resultaron con 

una cantidad mínima de proteínas a excepción del extracto soluble 

obtenido al tratar los antígenos por ebullición frente a una mezcla 

de inhibidores de proteasas. Este procedimiento empleó como parte 

de la solución de tratamiento Tritón X-100 al 5%. Esto resulta 

importante ya que Tritón x-100 cuando sobrepasa su concentración 

micelar de 0.24 mM, como en nuestro caso que se emplea al 5% (7.74 

rnM), impide o altera el desplazamiento libre de las proteínas del 

complejo de antígenos por solubilizar (Helenius y col, 1975). Una 

desventaja más del empleo del Tritón X-100 a dicha concentración 

es la alteración en el patrón electroforético observado por una 

distorsión en la base del carril (datos no mostrados) . 

El análisis de los extractos totales solubles obtenidos de los 

trofozoitos tratados se hizo con dos sistemas de electroforesis 

empleando poliacrilamida con SDS y beta-mercaptoetanol (condiciones 

reductoras) tanto a una concentración constante del 10% o bien en 
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gradiente 5-15%. 

En este trabajo los resultados obtenidos sugieren que el 

sistema en gradiente ofrece mas ventajas para analizar el número de 

componentes antigénicos de !;. histolytica ya que la resolución 

observada fué mayor en todos los casos independientemente del 

tratamiento aplicado a la mezcla de antígenos de las amibas. Por 

ejemplo si se analiza el número de componentes que se aprecian en 

el caso de emplear pHMB'y homogeneización en ambos sistemas, se 

tiene que en el primero (a concentración constante) se cuentan 28 

bandas en tanto que en gradiente se pueden contar hasta 38 bandas 

y este mismo fenómeno se aprecia en todos los casos. 

Respecto al número de bandas determinadas, ésto podría ser 

explicado considerando que el tamiz molecular en gradiente tiene 

una mayor diversidad de poros que permiten diferenciar más 

moléculas por su tamaño y peso, y en el caso a concentración 

constante, ésto constituye una limitante. 

En la literatura, se reporta el empleo de sistemas PAGE-SDS a 

concentración constante (Petri y col, 1987; Rosales-Encina y col, 

1987; Joyce y col, 1988), para el estudio de la composición 

proteica de !;.histolytica. Por su parte Aley y col (1980) y Mathews 

y col (1986) emplean sistemas en gradiente (5-15% y 3-25% 

respectivamente) con la finalidad de obtener componentes de 

membrana y fracciones solubles de peso molecular bajo. A pesar de 

que ambos autores emplearon gradientes, no podemos establecer una 

comparación con nuestros resultados ya que en estos trabajos se 

obtienen extractos de antígenos amibianos diferentes a los de 
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nosotros. 

Joyce y col (1988) emplearon poliacrilamida al 12% a 

concentración constante y reportaron un total de 30 bandas; lo cual 

al compararlo con lo obtenido en este estudio con el mejor método, 

esto es pHMB y homogeneización, y sistema de PAGE-SDS en gradiente, 

se obtuvieron hasta 38 bandas en la fracción soluble, lo cual apoya 

la desición de utilizar este método y estas condiciones de 

separación. La definición observada de las bandas· de proteínas 

separadas en este sistema de gradiente presenta ventajas comparado 

con la resolución observada en el sistema a concentración 

constante, como también observaron Parkhouse y col (1978) al 

comparar un sistema a concentración constante (10%) con uno en 

gradiente (8-18%). 

Los resultados obtenidos en su conjunto, enfatizan la 

necesidad de seleccionar un procedimiento stándar para la 

preparación de extractos de antígenos de amiba que tengan como 

objetivo ser empleados en pruebas o procedimientos serológicos. 

Observaciones similares respecto a la variación del rendimiento de 

proteínas y el perfil antigénico de extractos del parásito, se 

obtuvo al emplear diferentes metodologías en la obtención y 

análisis de antígenos de Trichinella spiralis (Barriga, 1981) y en 

el análisis de antígenos de superficie de Trypanosoma cruzi 

(Schechter y col, 1988). 

otro aspecto por considerar fué la estabilidad de la 

preparación antigénica al almacenarse a temperaturas de 

congelación. Básicamente todos los extractos del parásito empleados 
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en este estudio fueron estables dentro de un periodo de 2 o 3 meses 

cuando se probó por análisis electroforético (datos que no se 

muestran). 

En base al re~dimiento de proteína, al patrón electroforético 

observado y a la facilidad de desarrollar el procedimiento, así 

como a la estabilidad de los extractos totales solubles obtenidos 

al tratar por homogeneización a los trofozoitos de ~.histolytica en 

soluciones que contenían' pHMB 10 mM, se decidió emplearlos en los 

ensayos para estandarización de la técnica de Inmunoelectro 

transferencia. El primer punto fué establecer la cantidad adecuada 

de proteína por transferir al papel de nitrocelulosa empleado. Para 

ello se consideró una cantidad promedio de 80 µg de proteína por 

pozo, sabiendo que el pozo mide 0.65 cm, de ahí que resultó 60 µg 

por cm de ancho del pozo y se tomaron valores múltiplos por arriba 

y abajo de dicha cantidad. La decisión de usar 60 µg por cm se basó 

en la experiencia con otros modelos de parásitos como es §.lamblia 

(Argüello y col, comunicación personal) y Trichomonas vaginalis 

(Garber y col, 1986). 

Las condiciones óptimas para la transferencia se encontraron 

al aplicar 100 V durante 2 horas a 4'C y el empleo de un agitador 

magnético en el sistema de transferencia. El empleo de estas 

condiciones redujo el tiempo para la transferencia de las proteínas 

en comparación con otros protocolos donde se emplean periodos de 

tiempo mayores de hasta 6 horas o toda la noche, aplicando 30 V 

(Rosales-Encina y col, 1987). 

Con respecto al bloqueo de la reacción inespecif ica o reacción 
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cruzada, el empleo de leche descremada en polvo (Sveltes HR) en el 

diluyente del primer anticuerpo, dió mejores resultados al 

compararlo con la solución que contenia albúmina sérica bovina 

(BSA) al 3%, pues se pudo apreciar una gran reducción en el fondo 

de reactividad inespecifica (fig. 13). En.forma similar Petri y col 

(1987) emplearon leche descremada en polvo y aunque otros autores 

(Rosales-Encinas y col, 1987; Joyce y col, 1988) utilizan BSA al 3% 

para diluir el primer anticuerpo en los ensayos de IET, no aportan 

información respecto a la selectividad de los anticuerpos para 

reaccionar con los antigenos de .I;;. histolytica. Coral-Vázquez ( 1990) 

empleó leche descremada en el ensayo de IET para antigenos de 

~.lamblia y observó una marcada reducción en el fondo de 

reactividad inespecifica. Un factor importante a considerar sobre 

todo cuando se piensa en estudios a gran escala, es el bajo costo 

de la leche descremada en comparación con el de la BSA. 

Otro aspecto que debe tomarse en cuenta, es el hecho de que en 

áreas endémicas, los individuos se encuentran parasitados por más 

de un parásito intestinal. Por lo cual se decidió probar la 

reactividad que los sueros de pacientes con otros parásitos 

intestinales presentaban hacia los antigenos amibianos empleados en 

el ensayo de Inmunoelectrotransferencia. Para ello se hicieron 

reaccionar con tales antigenos en dos condiciones: diluyendo el 

suero con BSA al 3% o con la leche descremada en polvo (Fig. 13). 

En estos ensayos se observó una reacción débil hacia componentes 

del parásito asi como una clara reducción de la reactividad 

inespecifica con el empleo del segundo diluyente al reaccionar los 
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sueros de pacientes con un parásito en intestino diferente a 

.i;;.histolytica: 4 bandas en el caso de §..lamblia y Enterobius 

verrnicularis, 9 bandas en el caso de Ascaris lumbricoides y un 

reconocimiento muy débil en el caso de Hymenolepis ™• Esto 

podria ser explicado por la existencia de epitopes de reacción 

cruzada reconocidos por esos pacientes los cuales son altamente 

inmunogénicos en pacientes infectados con tales organismos o bien 

los individuos pudieron haber estado infectados con .i;;.histolytica 

previo al seguimiento y por lo tanto, los resultados obtenidos 

podrian explicarse como una respuesta inmune de memoria. 

Con este ensayo, resultó evidente que el empleo de leche 

descremada en polvo en la solución para diluir el primer anticuerpo 

fué un ingrediente critico para disminuir el fondo y la reactividad 

inespecifica en estos ensayos de IET asi como la reactividad 

cruzada. 

Para establecer el patrón de reconocimiento antigénico por los 

suero de los individuos portadores asintomáticos, se analizaron 

primeramente sueros de individuos con diferentes manifestaciones 

clinicas de amibiasis. La reactividad observada fué mayor en 

intensidad y número en los casos de individuos con amibiasis 

hepática. Las muestras séricas de individuos con amibiasis 

asintomática o intestinal, sin embargo, también reaccionaron con 

varios antigenos del parásito, resultando patrones de 

reconocimiento cualitativa y cuantitativamente distintos, aunque 

estas diferencias no permitieron establecer un patrón propio para 

cada forma clinica de enfermedad. 
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Al analizar los BO sueros de los individuos incluidos en este 

estudio, el análisis de la reactividad de las muestras séricas 

hacia los antígenos de E.histolytica mostró reconocimiento hacia 

~ varios componentes del parásito aún en los casos con títulos de IHA 

considerados negativos por abajo de la dilución 1:8. Los patrones 

observados no tuvieron correlación con el título de anticuerpos 

determinado por IHA ni con el zimodemo determinado en los parásitos 

recuperados de las heces' de estos individuos. 

Aunque hubo variabilidad en estos patrones de reconocimiento 

entre cada muestra sérica en particular, algunos componentes del 

parásito fueron reconocidos más frecuentemente por los anticuerpos 

inducidos en los individuos analizados en este estudio. En estos se 

incluyen los antígenos de 165, 119, 98-100, 65 y 50-52 kDa. Aunque 

no se observan diferencias importantes entre el número de 

individuos que reconoce cada uno de estos antígenos, en forma 

general se puede apreciar que el antígeno de 165 kDa (Ver Tabla 4} 

fué reconocido en una proporción alta de los sueros analizados 

(61%). Este antígeno puede ser similar a la lectina de adherencia 

inhibible con Gal/GalNAc de E.histolytica previamente reportada por 

Petri (1987} como una proteína de 170 kDa, siendo la más 

frecuentemente reconocida por una mezcla de sueros de pacientes con 

amibiasis hepática. Asimismo, Calderón y col (1986) reportan una 

reactividad semejante hacia la proteína de 165 kDa por suero de 

conejos inmunizados con trofozoítos vivos de E.histolytica. Por su 

parte Ravdin (1988) en un seguimiento a individuos que cursaban con 

amibiasis hepática demostró que entre los antígenos más frecuente 
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y constantemente reconocidos se encontraba la proteína de 170 kDa. 

Por otro lado, el grupo de Torian y col (1987, 1990) 

identificaron un antígeno de superficie de 96 kDa el cual fue 

específico para i;. histolytica pero no para otras especies de 

protozoos o amibas, además de que parece ser específicamente 

reconocido por sueros de pacientes con amibiasis hepática. Además, 

se identificó esta proteína en el líquido de absceso hepático con 

la técnica de ELISA y pór inmunoprecipitación, por lo que parece 

resultar útil como diagnóstico para la búsqueda de este antígeno o 

de anticuerpos dirigidos contra esta proteína. Esta proteína podría 

corresponder a la proteína de 98-100 kDa identificada en este 

trabajo. otra molécula que ha sido reportada por su participación 

en los fenómenos de adherencia, al igual que la proteína de 170 

kDa, es la proteína de 112 kDa por Arroyo y col (1986) y Orozco y 

col (1987) cuyo anticuerpo monoclonal inhibe en más del 50% la 

adherencia del parásito. Esta proteína podría corresponder al 

antígeno de 119 kDa reconocida mas frecuentemente por el grupo de 

individuos cuyas amibas son de ZNP. 

Finalmente, el hecho de que individuos portadores 

asintomáticos provenientes de una comunidad endémica para amibiasis 

reconozcan proteínas que participan ya sea como lectinas de 

adhesión o bien sean antígenos de memoria específicos determinados 

en individuos con amibiasis clínica, resulta interesante pues ello 

podría significar que estas proteínas inducen una memoria 

prolongada en el huésped, por lo que serian buenos candidatos para 

la elaboración de un procedimiento de protección contra la 
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enfermedad. 

Los datos aquí obtenidos, aportan en primer lugar un 

procedimiento inmunológico para valoración de la respuesta inmune 

con reconocimiento especifico de componentes antigénicos del 

parásito, colaborando con los métodos dirigidos a la producción de 

una vacuna o antígenos purificados para procedimientos de 

diagnóstico; por otro lado, la identificación de componentes del 

parásito que participan en fenómenos tan importantes como lo es la 

adhesión a la célula del huésped por un grupo de individuos 

identificados como portadores asintomáticos en base a su estado 

clínico, abre un capitulo más respecto a la participación de tales 

antígenos como de memoria o bién predominantemente antigénicos. 

Esto nos conduce a la necesidad de sugerir, el desarrollar 

otros estudios donde se comparen los diferentes parámetros de 

evaluación de la relación huésped-~.histolytica aquí empleados, 

pero en forma longitudinal, para así determinar si el parásito de 

ZP recuperado de las heces de portadores asintomáticos es de 

reciente adquisición y si los individuos estudiados desarrollarán 

el cuadro clínico correspondiente. 
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CONCLUSIONES 

1. Los títulos de anticuerpos determinados por Hemaglutinación 

Indirecta en individuos portadores asintomáticos no tuvieron 

relación con el tipo de Zimodemo determinado en los 

parásitos recuperados de sus heces 

2. En el grupo 

patrones de 

de portadores 

reconocimiento 

asintomáticos 

de antígenos 

estudiados, los 

de Entamoeba 

histolytica determinados por Inmunoelectrotransferencia, no 

tuvieron relación con el titulo de Hemaglutinación ni con el 

Zimodemo identificado 

3. No se observó un patrón de reconocimiento antigénico 

característico determinado por Inmunoelectrotransferencia 

por sueros de individuos cuyos parásitos tuvieron zimodemo 

patógeno y no patógeno, por lo que la reactividad 

inmunológica detectada en los portadores asintomáticos puede 

estar mas en relación con la experiencia previa del sujeto 

con el parásito que con el estado de portador 
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4. Los antígenos de 165, 98-100, 65 y 50-52 kDa fueron 

reconocidos con alta frecuencia independientemente del 

Zimodemo de los parásitos analizados. El antígeno de 165 kDa 

fue reconocido con mas frecuencia en individuos con 

parásitos de Zimodemo no patógeno en tanto que el de 119 kDa 

lo reconocieron los individuos con parásitos de Zimodemo 

patógeno. 
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ANEXO # I 

SOLUCIONES PARA ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRILAMIDA CON 
DODECIL SULFATO DE SODIO Y BETA-MERCAPTOETANOL. 

A) BUFFER PARA EL GEL CONCENTRADOR ax (BGC ax) 
Trizma base 2 M pH 6. 8 ••••••••••••••••••••••••••••••• _¡ 
SOS al 20% .....................•...........••.••• · 
Agua bidestilada estéril c.b.p. 

B) BUFFER PARA EL GEL ESPACIADOR SX (BGE SX) 
Trizma base 2 M Ph 8. 8 ................•....•.. 
SOS AL 20% ............................•...•.. 
Agua bidestilada estéril c.b.p ........•.•.• 

C) SOLUCION DE ACRILAMIDA/BISACRILAMIDA o.a% 
Acrilamida . . • . • . • • • • . • • . . . • . • • . • . • • . . • • . . . . g 
N-N'-metilen-bis-acrilamida ......•...... ; .•• ; ;·;-. -g 
Agua bidestilada estéril c.b.p .••..•.••••••• ~.~;. ml 
Glicerol ..................••.•.......•..•.•.... ~ • . . . . . . ml 
Agua bidestilada estéril c.b.p. ..••.••.••••.....•....•• ml 

D) INICIADOR DE LA POLIMERIZACION ACRILAMIDA/BIS-ACRILAMIDA 
Persulfato de amonio (PAS) ..•...........••.••....••..... 10% 
Agua bidestilada estéril c.b.p •.••.•.•..• ~ ......••..... 100 ml 

NOTA: 
La acrilamida y bis-acrilamida son neurotóxicas. Evitar el 
contacto con la piel así como la inhalación del polvo. Usar 
guantes y nunca pipetear con la boca. 
El sos al 20% no debe guardarse a 4ºC porque precipita. 
El beta-mercaptoetanol puede añadirse o no en una proporción 
de 1. 2 5 ml para este caso. Nosotros se lo añadimos justo 
antes de cargar la muestra en el carril. 
Una mezcla de azul de bromofenol, como colorante con 
glicerol puede ir incluida en la preparación del buffer. 
Nosotros la tenemos aparte y se añade al preparar la muestra 
por analizar. 
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ANEXO f II A 

PREPARACION DE PAGE-SDS EN GRADIENTE DEL 
GEL ESPACIADOR 

Para un gel plano 5% 15% 

VOL.TOTAL 30.00 ml 

BGE 5X 3 .4.0 ml 

AGUA BID.EST. 

ACRIL-BISACRIL 

TEMED 

PAS 10% 

ANEXO 1 II B 

PREPARACION DE PAGE-SDS EN GRADIENTE DEL 5-15% 
GEL CONCENTRADOR 

Para un gel plano 5% 

VOL.TOTAL 10.00 ml 

BGC ax l. 25 ml 

AGUA BID.EST. 

ACRIL-BISACRIL. 

TEMED 

PAS 10% 

NOTA: La mezcla se hace con ayuda de un sistema formador de 
gradiente cuando se trata del gel espaciador y para el gel 
concentrador sólo se prepara la cantidad deseada según el número de 
geles por preparar y se añade con ayuda de un embudo con punta. 
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ANEXO # III A· 

PREPARACION DE PAGE-SDS AL 10% 
GEL ESPACIADOR 

Para un gel plano 

Vol. total 

Acrilamida 30% 

Bisacrilamida 2% 

Tris-base pH 8.8 lM• 

sos 20% 

Agua bidestilada 

TEMED 

PAS 10% 

ANEXO # III B 

PREPARACION DE PAGE-SDS AL 10% 
GEL CONCENTRADOR 

Para un gel plano 

Vol. total 10.00 ml 

Acrilamida 30% 1.70 ml --

Bisacrilamida 2% 0.70 ml 

Tris-base pH 6.8 lM 

sos 20% 

Agua bidestilada estéril 

TEMED 

PAS 10% 



ANEXO # IV 

BUFFER BOLUBILIZADOR DE MUESTRA sx (Para PAGE-SDS) 
Trizrna base 2M ph 6. 8 ...•...........•••..••....••....•. 
so~ al 20% ..•.......•.•...••.•..•••..•...........•...... 
Glicerol .•.....•..........•.......•....•...••...••••... 
Agua bidestilada estéril c.b.p ......•..•...•......•.... 

ANEXO # V 

AMORTIGUADOR DE ELECTROFORESIS STOCK iox 
Trizrna base ...•....•••. : ••...•...••.••••.• 
Glicina .......•....•.•..••..••..••••• ;~. 
Agua bidestilada estéril c.b.p ..•..•. ,., 
Ajustar pH 8. 3 . 

0.78 rnl 
2.50 rnl 
0.97 rnl 
5.oo rnl 

30.20 g 
144.10 g 

800.00 rnl 

SDS al 20% ....••.........•...••... ; _.·; 
Agua bidestilada estéril c.b.p •.• ; .. · .. 

50.00 rnl 
1000.00 rnl 

NOTA: Para correr la electroforesis se 

ANEXO # VI 

SOLUCION DE TINCION PARA GELES DE POLIACRILAMIDA 
(AZUL DE COOMASSIE) 
Metanol .....................•........ ·. ·· .: ; .. ; ....... ; • . 50% 
Acido acético ...•...... , ...... · .... ; .. ; ; .. • ... ' .•...... ;• .. · 10% 
Azul de Coornassie R-250 ...•.. ;· ....•................ ' .. 1.25% 
Agua bidestilada estéril c. b .p. . .•. ~ ...••....••.. : . · 100 

(v/v) 
(v/v) 
(p/v) 

rnl · 

NOTA: Se debe filtrarla solución antes de usarla .Y .se .. reutiliza 
hasta 8-10 veces. 

ANEXO # VII 

SOLUCION DE DESTINCION (ALTO METANOL) 
Metanol ...•.....•.........................•...••....• 
Acido acético ............•...•.......... ; ... · ...•....• 
Agua bidestilada estéril c.b.p •.....••.......•••....• 

50% v/v 
10% v/v 

aforo 

NOTA: Esta solución para poder reutilizarse se filtra en carbón 
activado 
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ANEXO # VIII 

PREPARJ>.CION DEL AMORTIGUADOR SOLUBILIZADOR DE MUESTRJ>. 2X 
PARA UN GEL PREPARATIVO PARJ>. INMUNOELECTROTRANSFERENCIA 

Trizma base ..••••..•............•.•..••.•. 
Glicerol ....................•.....•....• · ... 
Rojo de fenol o pironina ....•.•..•.•....... 
Agua destilada c.b.p .........••••..••...••. 
Ajustar el pH a 6.8 
SDS al 20% ....•...•..•...•.••••.•...•.••••. 
Agua destilada c.b.p ..• ~ ..••.•••...•...•••. 

l. 512 g 
20.00 ml 

2.00 mg 
60.00 ml 

2.00 ml 
100.00 ml 

NOTA: Este amortiguador se emplea a lX para ello se diluye volumen 
a volumen con la muestra por separar en el sistema de PAGE 

ANEXO # IX A 

AMORTIGUADOR PAIU>. TRANSFERENCIA DE PROTEINAS SX 

Trizma base .••.......•... 0.200 M .•..•..•....• 12.110 g 
Glicina ......•...•....... 1.536 M ........•...• 57.680 g 
Agua c.b.p ...•................................ 500. 000 ml 

ANEXO # IX B 

AMORTIGUADOR PARJ>. TRANSFERENCIA DE PROTEINAS 1X 
(solución de trabajo) 

Amortiguador ax . . . . . • • . . . . . . . . . . . • . • . • . • . . . • • • 500 ml 
Metanol . . . . . . . • . . . . . . . • . . . . . . . • • . . • . . . . . . . . . . . 800 ml 
agua bidestilada ...•..•...........••.........• 2700 ml 

NOTA: Se puede reutilizar hasta 4 veces. Se recomienda almacenar a 
-2o·c una noche antes de emplearlo para así evitar grandes 
variaciones de voltaje. El gel por transferir se equilibra 
por una hora con un cambio en este amortiguador. 
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ANEXO # X 

PROTOCOLO PARA TINCION DEL PAPEL DE NITROCELULOSA 

A) Con Negro Amido (Amido Black) ó Negro de Azul de Naftol 

Solución Negro de Amido 
Negro de amido •.......•.••. 
Metanol ..•......••.•..•.••.•.• 
Acido acético .•..•....•.•. 
Agua destilada c.b.p .•..• ;, 

Solución de destincióh 
Metanol ...•.•..•.•.....••.•. 
Acido acético .......•..•. ; •. 
Agua bidestilada c.b.p. 

Procedimiento 
l. Teñir el papel de 

constante 
2. Desteñir con la solución 

agitación constante 
3. Lavar con agua destilada en 

necesario 

B) Con Tinta India 
l. Lavar el papel de nitrocelulosa por 10 min con una solución 

de PBS-Tween-20 al 0.3% en 2 ocasiones en agitación constante 
2. Teñir por una hora en agitación constante con una solución de 

PBS-Tween 20 al 0.3% y tinta india (1 µl por ml de solución) 
3. Lavar en agitación constante con agua bidestilada en tantas 

ocasiones como sea necesario 

ANEXO # XI 

SOLUCION DE BLOQUEO DEL PAPEL DE NITROCELULOSA 

Albúmina sérica bovina (BSA) ...•........••.••.•.•... 3.0 % 
PBS pH 7.4 c.b.p. • . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . • . . . . • . . . . • aforo 

NOTA: Con esta solución se cubre el papel de nitrocelulosa con las 
proteínas transferidas durante 6 h (temperatura ambiente) o 
durante toda la noche (4'C). 
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ANEXO # XII 

SOLUCION DE DILUCION PARA ler. ANTICUERPO (SUERO) 

PREPARACION DEL STOCK 5X 

Albúmina sérica bovina ········~·;· 
Tritón x-100 al 10% .•....••.••• 
SDS al 20% .•••.•••....•...•.. 
Agua bidestilada c.b.p .••• ; •. 

PREPARACION DE LA SOLUCibN DE 

Stock 5X •..•...•.••..••..••. ~· •. 
suero bovino decomplementado .: •. ;:. 

g 
ml 
ml 
ml 

PBS 1X ......•..•.....•.......•• , ·; .•.•••.. : •. 

1 ml) 

200 µl 
100 µl 
700 µl 

NOTA: Se empleó en una dilución de 1i50 del suero problema y para 
ello se dejó incubado toda la noche a temperatura ambiente 
y en agitación constante 

ANEXO # XIII 

SOLUCION DE DILUCION DEL ler. ANTICUERPO CON LECHE DESCREMADA AL 5% 

Nonidet P-40 al 0.1% ............•............. 0.02 ml 
Leche descremada en polvo (Sveltes) 5% ....•... 1.00 g 
PBS 1X •......•..•.........•...••..•.....•.•.•• 20.00 ml 

se mezcla perfectamente y se filtra previo a su uso. 

ANEXO # XIV 

SOLUCION DE DILUCION PARA 2do. ANTICUERPO (CONJUGADO) 

PBS 1X ...........................•..•.. 
suero bovino decomplementado 10% ..•.••. 
Conjugado 1:1000 ...•.....•......•..••.. 

899 µl 
100 µl 

1 µl 

NOTA: Este volumen se preparó por cada tira a incubar. Se incuba 
la tira de PNC a 37ºC por 2 h 30 min en agitación constante 
y protegido de la luz con papel aluminio. 
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ANEXO # XV 

SOLUCION DE REVELADO 6X (stock) 

4-Cl-1-naftol ........•.•...•.•.•...••.•.•. ·• 
metanol ...•••....•.•••.•.•.•...•..•••. ;. 

SOLUCION DE REVELADO 1X (de 

Stock 6X 
PBS lX ••.••.•••••.•••. .' ••••.• ~~ •• 
H20 2 (30%) ••••••••••••••• ·• · ••. • ... ._,,~ 

ANEXO # XVI 

MEDIO TYI-S-33 

Biosate .•.•.....•...•.. 
o-glucosa .•....•......•.. , ., ..• 
NaCl ...........•.•.•.•.•. ~ •• 
KH2P04 ••••••••••••••••••••••.• 

K2HP04 ••••••••• • •• • • • • • • • • • • 
L-cisteína.HCl .....•....•.• 
L-ácido ascórbico .......... . 
Citrato férrico de amonio ..•. 

Se ajusta a pH 6.8 con NaOH O 
bidestilada. Se esteriliza por 
min. 
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