UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA

DE MEXICO

Facultad de Medicina
Unidad de Posgrado

U"ANALISIS DE LA RESPUESTA INMUNE HUMORAL Y ZIMODEMOS DE

Entamoeba histolytica EN INDIVIDUOB PORTADORES ASINTOMATICOS!

que para obtener el grado de Maestro en Ciencias Biomédicas,

especialidad Parasitologia, presenta:

MARIA DEL CARMEN SANCHEZ GUILLEN

" TESIS CON
FALLA DE CR.GEN

México, D. F.
1991




pr—

%‘g Universidad Nacional
:‘\-A

2%  Auténoma de México
UNAM

UNAM — Direccién General de Bibliotecas Tesis
Digitales Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA
SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta
protegido por la Ley Federal del Derecho de
Autor (LFDA) de los Estados Unidos
Mexicanos (México).

El uso de imégenes, fragmentos de videos, y
demas material que sea objeto de proteccion
de los derechos de autor, sera exclusivamente
para fines educativos e informativos y debera
citar la fuente donde la obtuvo mencionando el
autor o autores. Cualquier uso distinto como el
lucro, reproduccién, edicion o modificacion,
sera perseguido y sancionado por el respectivo
titular de los Derechos de Autor.



INDICE

Lista de abreviaturas ....7,..:
Lista de figuras ........."
Lista de tablas ......c.
Agradecimientos ..........

RESUMEIN «eieeeseocsnsensoos

1. ANTECEDENTES GENERBRLES
1.1. Importancia de la amibiasiS «...eeeouosos

1.2. Biologia de Entamoeba histolytica .....::

1.3. Epidemiologia de la amibiasis ........
1.4. Manifestaciones clinicas ...:eevvnsee
2. ANTECEDENTES ESPECIFICOS
2.1. Inmunologia de la amibiasis .........ﬁ.:;

2.2. Procedimientos inmunoldgicos para el ,diagqést;cd 

de la amibiasis ....iivenerinnnaernon e o

2.3. Antigenos relevantes en E.histolytica .

3. HIPOTESIS .....tcevecnccncess
4. OBJETIVOS .....ccocuivevunne

5. ESTRATEGIA GENERAL ......



6.
6.1.
6.2.
6.3.

6.4.

6.5.
6.6.

6.7.

MATERIAL Y METODOS

Origen de los sueros .........,;..i
Obtencién de heces .............
Cultivo de heces en medio de Robinso
Determinacién del patron isqéﬁza:
técnica de Sargeaunt ..........;..};
Hemaglutinacion Indirecta ........,;.,..,...
Obtencién de ektractos solubles totales ......... €6
Cuantificacion de proteinas de las preparaciones
antigeénicas obtenidas, aplicando el micrométodo

de LOWIXY .veeecenn cerereeen heeessanna [ 1]
Separacion de proteinas solubles de E.histolytica

por electroforesis en geles de poliacrilamida con
dodecil-sulfato de sodio

a) Preparacion de geles a concentracién constantg 

10% y en gradiente continuo (5-15%) .........;1;.f 70;;”

b) Electroforesis del extracto soluble total- .. 57572

c) Procedimientos de  tincién del "ge1v §é’
poliacrilamida “f"""""""“""'T;f;i;;;?' 7?'
Transferencia de proteinas a "Vbéﬁéiﬁf;ag; ER
nitrocelulosa : '

a) Electrotransferencia de proteinas a,papé1 de
nitrocelulosa .............................1.,.;§ '73,
b) Tincién de papel de nitrocelulosa .....,Q;.,..f'74

c) Revelado de la reaccién antigeno-anticuerpo Q,K*?G'




10.

11.

RESULTADOS
Patrdn iso0enzimatiCo sceeerseseevronnossnrsenncnans
Hemaglutinacion Indirecta .......cciiveievennenaens
Determinacién del rendimiento de proteinas en los
extractos totales solubles del.parésito ceeveeans
Andlisis electroforético de los extractos totales
solubles del PaAr@8sito c.veverieienerennrccocnnana
Inmunoelectrotransferencia ..........ciiievnenann
Analisis del patrén de reconocimiento de
antigenos de E.histolytica por los anticuerpos
presentes en el suero de pacientes con infeccidn
intestinal por otros pardsitos ....... ceai e eesana
Analisis de los patrones de reconocimiento

antigénico por los sueros de pacientes - con

pardsitos de diferentes zimodemo ........ . .00l

DISCUBION «..vuvvueenns
CONCLUSIONES .......
ANEXO . evvvnennrennnnennnnnns

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .........

79

82

84

86

93

~101

106

145



LISTA DE ABREVIATURAS .

A Angstrém (10°19)

ADAT - Amortiguador de d11uc1on del ler Antlcuerpo
en Transferencia

AE Amortiguador de Electroforesis

AL Aglutinacién con particulas de latex

anti- Anti?uerpo contra-

APS Persulfato de amonio

AT Amortiguador para transferencia

BMSE Buffer solubilizador de muestra para
Electroforesis

*Cc Grados centigrados

CAc Coproanticuerpos

CIEF Contrainmunoelectroforesis

con A Concanavalina a

cuB0,.5H,0 Sulfato de cobre con 5 moléculas de agua

ELISA Inmunoensayo enzimatico 1ligado a enzima
(Enzime linked immunosorbent assay)

FB Floculacioén con Bentonita

FC Fijacién de Complemento

Fe Hierro

FPF Fijacion en Papel Filtro

Gal/GalNAc Galactosa/N-acetilgalactosamina

GPI Enzima glucosa fosfatoisomerasa

h hora(s)

HC1 Acido clorhidrico

HE Enzima hexoquinasa

—-i-



H,0, Peréxido de hidrégeno

IA Inmovilizacion de Amibas

ICP Inmuncensayo en Capa Fina

Ip - Inmunodifusién de Ouchterlony

IEF Inmuncelectroforesis

IET . Inmunoelectrotransferencia (Immunoelectro

transfer blot)

IFI Inmunofluorescencia Indirecta
Ig(s) Inmunoglobulina(s)
IHA Hemaglutinacién Indirecta (Indirect

Hemagglutination Assay)

INF-gamma Interferén gamma

kpa kilodaltones

LPPG Lipopeptidofosfoglican
LPS Lipopolisacaridos

M Molaridad

mA miliAmperes

ME Enzima malica

mg miligramos

mg/ml miligramos por mililitro
MgcCl, Cloruro de magnesio
min minutos

mM miliMolar

ml mililitros

mm milimetro

N Normalidad

Na,CO4 Bicarbonato de sodio

-ii-



NaOH Hidréxido de sodio

nm namémetro (10°%)

ng nanogramos (10°%)

PAGE-SDS - Electroforesis en geles de poliacrilamida4con
dodecil sulfato de sodio

PB8 Amortiguador salino de fosfatos

PGM ' Enzima fosfoglucomutasa

pPH Potencial de hidrogeniones

PHA Fitohemaglutinina

PHMB para~Hidroximercuribenzoato -

PMAC Precipitacién en membrana de ééététa dé.};kr :
celulosa R

PNC Papel de Nitrocelulosa

PRA Antigeno libre de glucdégeno rico,éhlxj‘
polisacaridos .

PT Precipitacién en tubo

8DS Dodecil sulfato de sodio

TEMED N,N'-N'N'-tetrametildiamina

UI/ml Unidades Internacionales/mililitro

Lm micrémetro (10°%)

v Voltios

g Unidades de centrifugacidén en gravedad

2P Zimodemo patégeno

ZNP Zimodemo no patdgeno

-iii-



Figura 1.

Figura 2.

Figura 3.

Figura 4.

Figura 5.

Figura 6.

Figura 7.

Figura 8

Ay B

Figura 9.

LISTA DE FIGURAS

Ciclo biolégico de Entamoeba histolytica ....

Diagrama sobre las vias aferentes y eferentes

.de la inmunidad mediada por células en la

amibiasis 1INVaSOr@secesersceesnssreniacrsanns
Esquema del sistema empleado  para ‘1a
transferencia de proteinas  al’ VPa§e1 f
NIErOCELULOSA. v vnnrrnnneeeeeresensnsi

Estrategia general.e.eveevesesoesns

Estrategia experimental para estéhdarlza

Inmunoelectrotransferencia. cveoee e s ernasioni

Patrén  isoenzimatico de  los. parasitos’

presentes en las heces de individuos con
amibiasis asintomdtica......cceiviieriecnancnn
Frecuencia de titulos de anticuerpos
determinados por Hemaglutinacién Indirecta en
nmuestras séricas de individuos infectados con
E.histolytica de Zimodemo definido.....e.ccn.
Analisis electroforético de 1las fracciones
solubles e insolubles de trofozoitos de

E.histolytica tratadas bajo diferentes

CONAICIiONeS. it ivtseerisesansesnssosssonsansas
Analisis electroforético de extractos
solubles de E.histolytica...cevriieernredennn

—iv-

25

58..

80

83

87 -

94



Figura 10. -

figqra;ii.”

Figura 12.

Figura 13.

Figura 14.

AY B

;f‘Tinéién de Papel’de Nitrocelulosa transferido

éon extracto total soluble de E.histolytica..
identificacién de antigenos de E.histolvytica
reconocidos por anticuerpos de pacientes
asintomaticos determinado por Inmunoelectro
transferencCia.c.scseeeserseesrovsosesssansrsasses
Reconocimiento de antigenos de E.histolytica
por suerots de individuos con infeccién por
otros parasitos intestinales...........0.v0.n
Analisis por Inmunoelectrotransferencia de
muestras séricas de individuos asintomaticos
infectados con E.histolyvtica de Zimodemo
2= o e o 1 ¥
Analisis por Inmunoelectrotransferencia de
muestras séricas de individuos asintomaticos
infectados con E.histolytica de Zimodemo No

PatOgeNO. st e et eneerneesteeeracesesonnosnasnas

- -

96

98

104

107

108



Tabla

Tabla

Tabla

Tabla

LISTA DE TABLAS

Procedimientos inmunolégicos empleados para

el diagnostico de amibiasis...cevceennsenaras’

Frecuencia y caracterizacidn del Zimodemo de

parasitos’ obtenidos de heces de individuos

con amibiasis asintomdatica.....eeeecevvnnanen |

Eficacia de la extraccion de proteinas de

trofozoitos de E.histolytica empleando
diferentes mMétodOS. .. .iseeeenccvsnciscnonnens

Frecuencia en el reconocimiento de antigenos
de E.histolytica en ensayos de Inmunoelectro-
transferencia por sueros de pacientes con

parasitos de Zimodemo determinado.......... s

._vi._‘

31

81

85

111



M1 mas profundo agradecimiento para la Dra. Guadalupe Ortega-
Pierres dquien siempre me brindd su asesoria y apoyo para la
realizacién de este trabajo y ademds, me brindé algo mas precioso:

' su amistad.

Mi agradecimiento para el Quim. Raul Argiiellec Garcia por su
desinteresada colaboracién y compafierismo durante el desarrollo del

trabajo.

Al M. en €. Roberto Cedillo Rivera por sus sugerencias e

interés en el desarrollc del proyecto.

-vii-



A los integrantes del 1laboratorio 12 del Departamento de
Genética y Biologia Molecular del CINVESTAV porgue con su
convivencia y compaferismo hicieron grata mi estancia durante el

desarrollo de este trabajo.

Lilian Yépez » Rocio Fonseca Rosario Salinas .
Raul Argtiello Ramén Coral Javier Hernandez
Gaspar Herrera Antonio Enciso René Lopez

Arturo Pérez-Taylor

A mi jurado con todo respeto:
Dr. Onofre Mufioz Hernandez

M. en C. Irene de Haro Arteaga
Dra. Paz Ma. Salazar Schettino
M. en C. Alicia Valadez Salazar

Por su buena disposicién y sugerencias

~viii=-



RESUMEN

—={x=



RESUMEN

Amibiasis es-la infeccidén en el humano causada por el pardsito
intestinal Entamoeba histolytica la cual puede manifestarse en
forma sintomatica intestinal o extraintestinal o bien ser
asintomatica. Se han propuesto muchos factores para explicar la
variabilidad en el resultado de la interaccidn entre el huésped y
el parasito. Entre éstas, estd la diferencia en la virulencia de
cepas de E.histolytica, Yy algunos métodos tales como la
determinacidén del patron isoenzimatico (Zimodemo), se han aplicado
en la diferenciacidn de cepas de este parasito (Sargeaunt y cols,

1978).

Con el objeto de establecer una posible correlacién entre el
andlisis del zimedemo y los datos seroldégicos de individuos
infectados con el pardsito intestinal E.histolytica, se llevd a
cabo un estudic epidemioldgico 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
asintomaticos. En 80 de ellos se pudo establecer el Zimodemo de las
amibas presentes en su intestino y se determiné el titulo de
anticuerpos por Hemaglutinacién Indirecta (IHA) y el reccnocimiento
de antigenos especificos de E.histolytica con 1la técnica de
Inmunoelectrotransferencia (IET).
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En 25 casos, se identificd un patrén de zimodemo patdgeno
mientras gue en 55 un no patogeno. Los valores obtenidos por IHA en
las muestras séricas probadas variaron de negativos a 1:256 frente
a una dilucién menor a 1:8 y no mostraron correlacién con el tipo
de zimodemo determinado. La reactividad de los sueros hacia los
antigenos de E.histolytica por la teécnica de IET, resultd compleja
Yy se observd reaccién con varias proteinas del Dpardsito
independientemente del titulo de anticuerpos y del zimodemo del
parasito 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 parasito, aunque el

grupo de sueros de individuos con parasitos de zimodemo no patégeno

recconocié preferentemente la proteina de 165 kbDa.
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1.1. imporﬁancia de la amibiasis.

El interés en el estudio de muchas enfermedades parasitarias
se ha incrementado en los ultimos 5 a 10 afios, y en el caso de la
amibiasis, las investigaciones han sido particularmente abundantes
(Guerrant, 1986).

La amibiasis es la infeccidén que ocurre en el humano por el
protozoario intestinal Ehtamoeba histolytica y, aungque las formas
intestinales de la enfermedad son las mas frecuentes, el dafo
extraintestinal (a higado principalmente) es la causa principal de
morbilidad y muerte (Martinez-Palomo, 1987).

A pesar de gue los datos epidemioldégicos son aun muy
limitados, se estima en forma razonable que la amibiasgis ocupa el
tercer lugar entre las causas de muerte por parasitos y es una de
las principales causas de morbilidad a nivel mundial (WHO, 1969).

En algunas areas geograficas, el parasito infecta a mds del
40% de los individuos de la poblacidn desconociéndose las causas de
ello. En la mayoria de los individuos, E.histolytica vive como
comensal innocuo. En un pequefio porcentaje (1-10%), este parasito
por mecanismos que actualmente estan en investigacioén, puede causar
enfermedad al invadir la mucosa del colon o diseminarse hacia otros
drganos.

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 induccién de inmunidad protectora funcional en la
amibiasis humana aun no se ha demostrado satisfactoriamente. Sin
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,embargo, se ha observado 1a producclon e’ antlcuerpos espec1f1cos 
.en 1a amlblasls invasora (Kotcher, 1970,'Elsdon—Dew, 1970° Krupp,
_1970, Juniper y col, 1972; Mahajan y col 1972 y Patterson y col,
1980), de ahi»que-ias pruebas seroldgicas resulten muy importantes
para su diagndstico.

En los dltimos 25 afios se ha difundido el uso de técnicas
inmunolégicas para el diagnostico de la amibiasis que resultan
Utiles no solo para el diagndstico clinico de la enfermedad, sino
también para el estudio epidemiolégico de la misma (Healy, 1988).

En la actualidad los principales esfuerzos se han centrado en
la identificacién de moléculas gque resulten especificamente
antigénicas y dque puedan ser empleadas en dichas pruebas
inmunolégicas, permitiendo establecer una correlacidn con el estado

del paciente y la gravedad de la infeccién.
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1.2. Biologia de Entamoeba histolyticab

-El género Entamoeba incluye muchas especies relaciohadas con
el humano: E.histolvtica (Schaudinn, 1903); E.hartmanni (Von
Provazek, 1912): E.coli (Grassi, 1879; Hickson, 1909) y E.
gingivalis (Gros, 1849; Smith y Barret, 1914), de éstas, sodlo
E.histolytica es causante de enfermedad.

La clasificacién de las especies de Entamoeba se basa en el
numero de nucleos en la fase de quiste maduro, que pueden ser ocho,
cuatro o uno. En el grupo de amibas con gquistes tetranucleados
encontramos a E.histolytica gue se diferencia de E.hartmanni, cuyo
quiste tiene también 4 nicleos porgue ésta tiene un diamétro menor
a 10 um, ademds de ser no patégena. También existe la cepa Laredo
de E.histolytica que es también no patdgena y crece a temperatura
ambiente, y a E.moshkovskii que es una amiba de vida libre. Estos
caracteres, aunados a otros de tipo morfolégico, permiten una
diferenciacion con E.histolytica, organismo de interés en este
estudio.

Dos de los aspectos m&s interesantes en la biologia de
E.histolytica son la inexplicable variabilidad en su potencial
patogénico y la restriccidén por dreas geograficas de la forma
invasora de la amibiasis, a pesar de la distribucién mundial del
parasito (Sargeaunt, 1988). En un ambiente adecuado en colon, el
pardsito sobrevive y generalmente permanece en la luz como un
comensal, donde se multiplica y forma gquistes sin producir un
efecto patoldégico evidente. En algunas ciudades desarrolladas, sin_m:
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embérgo, uné infeccién en el humano con esta especie de Entamoeba
se -asocia cominmente con la forma invasora de la enfermedad
manifestada como disenteria amibiana y/o amibiasis hepatica.

La etapa quistica‘ es la forma infectante para el hombre, ya
que es altamente resistente a la destruccidén por los factores
ambientales y. puede permanecer viable por muchas semanas, en
presencia de humedad.

Cuando los gquistes alcanzan el intestino delgado,
desenquistan“’, liberando wuna amiba tetranucleada, 1la cual
probablemente se divide, aportando un so6lo nluclec a ocho
trofozoitos®®. Estos trofozoitos son méviles y se adhieren a la
superficie del intestino, principalmente en las areas de estasis
del colon y proliferan por divisidn asexual'®® (Figura 1).

Las formas del parasito que se encuentran en los tejidos son
llamadas trofozoitos“?’, &stos son las formas "comedoras" méviles
con un sélo nucleo y pseuddpodos. Los trofozoitos, arrastrados en
la materia fecal, son estimulados a enquistarse en colon‘®, con la
formacién de barras cromatoidales, una pared quistica y hasta 4

™, En las heces disentéricas o diarréicas debido al corto

nicleos
tiempo de transito, no se permite la formacion de quistes y los
trofozoitos pueden ser expulsados en la materia fecal!®.

Los trofozoitos no juegan ningun papel en la transmisién de la
enfermedad, excepto en la amibiasis cutdnea, ya que su inmersidn en
agua o bien su desecacion, resulta en una rapida destruccion de los
mismos. Esta forma es la responsable de producir la patologia en

los tejidos.
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SISTEMICA

Invasicn

/ HO SPEDERO \

\\\ MEDIO AMBIENTE

FIGURA 1. CICLO BIOLOGICO DE E.histolytica. '

(1) Quiste tetranucleado (forma infectante), (2) Pérdida de quitina
en fase de desengquistamiento, (3) Trofozoitos Jjoévenes, (4)
Reproduccién asexual de trofozoitos, (5) Invasién a mucosa
intestinal y diseminaciodn, (6) Quiste "no patdégeno" en la luz del
intestino, (7) Quiste en heces, (8) Trofozoitos en heces, (9)
Contaminacidén de vegetales con aguas nedgras, (10) Contaminacién de
alimentos por malas condiciones de higiene.
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'No se reconocen reservorios en la naturaleza involucrados en
la epidemiologia de la amibiasis humana, aungue se han estudiado
primates infectados. Los unicos reservorios para la infeccién del
hombre son los huéspedes humanos asintomdticos o portadores, los
cuales continuamente eliminan quistes gue accidentalmente llegan a
los alimentos o son ingeridos cuando las céndiciones de higiene son
precarias®.19,

Un estudio detallade del ciclo bioldgico de E.histolytica fue
hecho por Dcbell en 1928 a partir de un cultivo de una amiba
obtenida de un mono; pero mas recientemente Baker y col (1972)
caracterizaron el ciclo reconociendo el proceso de enquistamiento

en amibas mantenidas en cultivo axénico.

Aspectos _moleculares. Los trofozoitos de E.histolyvtica 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 &area denominada uroide con
vesiculas hacia el exterior de la membrana celular, la cual esta
rodeada por un glucocdlix externo velloso de 20-30 nm de grosor.

E.histolytica tiene estructuras tipo filamentos y actina, pero
ne hay microtubulos citoplédsmicos evidentes ni mitocondrias. La
carga de superficie negativa parece ser menor en los trofozoitos
patégenos, los cuales también han mostrado que poseen receptores
para la Concanavalina A (Martinez-Palomo, 1973).

Los organismos carecen de: citocromos, via metabolica clésica
de Embden-Meyerhof, reticulo endoplasmico rugoso, tubulina

—7-



citopldasmica y aparato de Golgi; tienen un sistema malato-
deshidrogenasa, alcohol deshidrogenasa y una capacidad limitada
para consumir mas del 5% de 0, (siempre y cuando sus proteinas
hierro-azufre estén intactas y sus agentes reductores tales como la
cisteina y el acido ascérbico existgn). Contienen también
glucdgene, vacuolas digestivas, ectoplasma, endoplasma y cuerpos
helicoidales de ribosomas, los cuales se asocian y forman los
cuerpos cromatoidales. Lbs estudios de microscopia electrénica de
transmisién 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 tifen con
fosfatasa &dcida (Weinbach y col, 1976; Kettis y col, 1977;
Martinez-Palomo y col, 1874, 1982; WHO, 198l). Se han demostrado
carbohidratos, lipidos y proteinas como componentes en la membrana

plasmatica y guitina en la pared quistica.

Factores de patogenicidad. Por mag de cinco décadas, los expertos
en amibiasis han tratado de explicar el comportamiento peculiar de
E.histolytica -frecuentemente como comensal y menos comunmente
como invasor- en base a 3 hipotesis diferentes: 1) E.histolytica
es una sola especie que siempre produce ulceracidén intestinal, lo
cual puede o no dar manifestaciones clinicas (Teoria unicista); 2)
E.histolytica comprende a 2 especies diferentes de amibas gque
morfoldégicamente son similares y s6lo una de las cuales es patdgena
(Teoria dualista) y 3) la especie E.histolytica esta compuesta por

un numerc desconocido de diferentes cepas gue pueden actuar como

_8_



comensales en intestino (estado de portador o amibiasis iuminal) )
como patdgenos que producen uiceracién del intestino grueso y dan
lugar a sintomas (amibiasis invasora) (Teoria pluricista) (Orozco
y col, 1988).

Bajo condiciones en las cuales los portadores son
seleccionados en base a la historia clinica negativa, ausencia de
lesiones macroscépicas mostradas por rectosigmoidoscopia y
serologia negativa, los aislados de E.histolytica han mostrado que
no son patoégenos en animales de experimentacidn (Tanimoto-wWeki y
col, 1973).

Aungque estos y otros estudios han demostrado que las cepas de
portadores difieren de las cepas invasoras, no hay aun suficientes
evidencias que permitan separarlas como especies diferentes. E1
aislamiento reciente de un gran numero de cepas de varias regiones
geograficas, seguido por un estudio del patrdn isoenzimdtico, han
apoyado la hipoétesis de que cepas invasoras y de portadores
corresponden a especies diferentes, pero las enzimas dque se
estudian participan en la via glucolitica del metabolismo del
parasito y no juegan ningun papel en la patogénesis.

La clasificacion de especies de Entamoeba en base a tal patrdn
isoenzimatico fué iniciado por Reeves y Bischoff (1968) empleando
un sistema de electroforesis en acetato dé 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
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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 patron isoenzimatico; b) se han
identificado un tétal de 22 zimodemos diferentes para cepas de
E.histolytica obtenidas de diferentes dreas del mundo c) las amibas

recuperadas de muestras de heces de casos bien caracterizados de

amibiasis invasora (disenteria amibiana o amibiasis hepdatica) se
agrupan en 10 patrones lisoenzimdticos diferentes (II, IIa-, VI,

VII, XI-XIV, XIX y XX). Estos estéan 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

excepcidn del patrdén XIII; d) todos los demds zimodemos (I, III-V,

VIII, IX, X, XV-XVIII) se encuentran en las amibas aisladas der
portadores asintomdticos; e) en paises tales como Sud-Africa donde’
hay una alta prevalencia de amibiasis luminal (19.5%), el
porcentaje de portadores infectados con E.histpolytica que expresan
un patrén patogénico es bajo (alrededor del 0.9%) (Sargeaunt,
1988) .

Estos hallazgos parecen apoyar la hipdétesis 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 gue
biolégicamenete es distinta de las amibas no patégenas, gque tienen

distribucién mundial.
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1.3. Epidemiologia de la amibiasis.

a) Prevalencia. Las infecciones por E.histoelvtica estdn
ampliamente distribuidas y producen una enorme carga de enfermos y
muertes por colitis y amibiasis hepatica. En algunas ciudades como
México la amibiasis se cataloga entre lgs primeras 10 causés de
muerte; mundialmente sélo la malaria y la esquistosomiasis causan
un mayor numerco de muertes (Walsh, 1986).

El conocimiento sobre la magnitud y la epidemiologia de esta
infeccién se ha visto limitado por 1la carencia de pruebas
confiables de diagnéstico. 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 aho, se atribuyeron a la amibiasis (Walsh,
1986). Aun cuando falta mucho por aprender de la epidemiologia de
este padecimiento, el desarrollo de procedimientos de diagndéstico
especificos y sensibles contribuiria de manera importante a este
estudio.

La amibiasis intestinal existe casi universalmente, pero con
la localizacidn geografica difieren la prevalencia de la infeccién
Y la incidencia de 1la enfermedad, probablemente porque la
transmisién y la invasividad varian bajo diversas condiciones
ecoldogicas y sociales. La ausencia de trabajos publicados sobre
amibiasis en algunas &reas especificas del mundo (por ejemplo
Afghanistan, Etiopia y otros) probablemente refleje la falta de
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interés por parte de los médicos por investigar el padecimiento,
ﬁés que  la ausencia del parasito en la regidén. Los estudios
parasitolégicos y seroepidemiolégicos de varias partes del mundo
tienen muchas limitaciones, de tal forma gque se hace dificil su
comparacién entre ellos debido a las diferencias en los
procedimientos metodologicos usados en el diagnostico de 1la
infeccidén, como por ejemplo en el manejo de la materia fecal, su
recoleccidén, concentracidn, tincién y cultivo. La habilidad del
observador para interpretar los resultados de 1los diferentes
procedimientos serolégicos que actualmente existen como la IHA,
inmunofluorescencia indirecta (IFI), inmuncensayo enzimatice
(ELISA), inmunoelectroforesis (EFI), inmunodifusidon (ID), CIEF,
fijacién de Complemento (FC) y Aglutinacidén con particulas de Liatex
(AL), entre otras. Estas técnicas también presentan diferencias en
cuanto al antigeno empleado, el titulo de anticuerpos considerado
como positivo, la persistencia de anticuerpos en el individuo,
entre otras cosas (Walsh, 1986). Otros aspectos gue hacen dificil
una comparacién entre los estudios existentes es el error en la
seleccidn de la muestra de la poblacion asi como la dificultad de
identificar cepas patodgenas.

b) Transmisidén. Los requisitos para que ocurra la transmisiodn
se pueden cumplir en todos los tipos de ambientes, ya que el
organismo tiene prdcticamente una distribucién mundial. E1l fendmeno
de transmision se puede analizar describiendo los factores tanto
del parasito como del humano que afectan.

Entre los factores del parasito se considera que la etapa



infecciosa es el quiste tetranucleado que puede sobrevivir ‘en.
ambientes liquidos y humedos por largos periodos de tiempo. Por
otro lado, los trofozoitos no son importantes en la transmisidn
puesto dque son extremadamente sensibles al ambiente y mueren
riapidamente ante cualquier cambio en el mismo, como puede ser la
desecacién, la digestién enzimatica de estémago e intestino. Por lo
tanto, aquellos individuos en fase aguda gue excretan
principalmente trofozoitbs, no son los transmisores importantes de
E.histolytica al igual gue los individuos que padecen amibiasis
hepatica puesto gue raramente excretan un numero considerable de
quistes.

Finalmente, los guistes inmaduros parecen sobrevivir menos en
el medio gque 1los gquistes maduros tetranucleados, aungque se
requieren estudios mas completos al respecto.

El analisis de los factores del huésped que determinan que la
transmisidn ocurra, conduce a analizar la capacidad del humano para
ser reservorio, asi como la susceptibilidad a la infeccidén, la cual
parece general, aunque factores socioecondmicos, nutricionales y
los inherentes al parasito pueden influir en la invasién tisular y
la subsecuente morbilidad. Las infecciones experimentales en el
hombre con E. histolytica se han producido con inéculos de 2-4 mil
guistes administrados por via oral (Beaver, 1956). Sin embargo,
existen evidencias de que se puede producir también con un sdélo
gquiste (Walker y col, 1913). Una vez ingeridas las formas
infectantes, en aproximadamente cinco dias empiezan a excretarse
gquistes maduros. En este caso, el periodo medio de incubacién es



ﬁﬁéﬁo ﬁaYor, por lo qué se dicé que'ééte depende del tamafio-del
inéculo.

Se reconoce gque un portador asintomdtico puede excretar mas de
15 millones -de quistes por dia. Esto varia diariamente, pues las
muestras de heces de individuos portadores crénicos son positivos
unos dias y otros no y en estos casos s6lo una proporcién de
quistes son tetranucleados y maduros. La infeccidn croénica puede
perdurar por largos periodos de tiempo (Healy, 1986).

La provision de agua de buena calidad que ha sido filtrada y
tratada quimicamente, probablemente no afecta de manera importante
la diseminacién de quistes, puesto gue la mayor proporcién de
infecciones ocurre a través de alimentos contaminados. Para reducir
la transmisién probablemente sea mas importante aumentar 1la
cantidad de agua como un prerrequisito para mejorar la higiene
antes que mejorar su calidad. Con una mejor higiene personal se
tendria menos contaminacidén 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% (Donta y col,
1977) . En este aspecto se han realizado muchos estudios para medir
tal reduccidn en la tasa de infeccion por Shigella, sin embargo,
ain no se han realizado estudios gue analicen especificamente la
incidencia y prevalencia de la amibiasis.

De los factores del ambiente, se considera la temperatura y el
clima. Se conoce que los gquistes de E. histolytica son sensibles
a temperaturas mayores de 34°C y a los efectos de la luz solar y la
desecacidén (Feachem y col, 1983).



1.4. Manifestaciones clinicas.

Los sindromes clinicos que resultan de la interaccién de los
factores del huésped con los del  pardsito varian -desde  una
infeccién asintomatica, una enfermedad intestinal invasora que
puede diseminar a piel u otros organos, o bien una forma

persistente o crénica.

a: Infeccién asintomdtica (colonizacioén luminal). La gran
mayoria de las infecciones en humanos con E.histolytica (80-99%)
son asintomdticas. Estas infecciones usualmente se detectan al
practicar un examen de rutina de heces por la excrecién de guistes
o bien en un examen seroldégico. Se ha detectado que 2-40% de la
poblacién excreta gquistes (Elsdon-Dew, 1968; Meerovitch y col,
1978), lo cual depende de la zona y del nivel de sanidad e higiene

de la misma.

b: Infeccidn sintomatica limitada a colon. Cuando ocurre la
invasién a mucosa intestinal, lo mds frecuente es que sea en colon
ascendente, rectosigmoides y apéndice. Las lesiones ocasionadas por
el parasito se localizan a través de las capas de mucosa y tienen
la apariencia de udlceras en forma de matraz y pueden identificarse
c¢omo Aareas ligeramente elevadas en un punto amarillento con
hemorragia petequial.

El periodo de incubacién es de una a 4 semanas pero puede ser
tan prolongado como un afio (Bundesen y col, 1936; Craig, 1917). El



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 mas seria y fulminante se ha
asociado con los primeros afhos de vida, embarazo, desnutricion,
enfermedad sistémica subyacente y terapié con corticosteroides.

En la forma moderada de la enfermedad el inicio puede ser
gradual y la diarrea moderada con sintomas generales ligeros. El
tenesmo de la disenteria amibiana es usualmente menos severo due el
de la disenteria bacilar (shigelosis).

En ciertas regiones tales como México y Venezuela, 2-15% de
todos los casos de diarrea aguda en nifos gue requieren
hospitalizacidn, estan asociadas con una infeccién por
E.histolytica (Gutiérrez-Trujillo, 1979; Romer y col, 1978). En un
proceso de disenteria amibiana, la leucocitosis sistémica es comun
pero en heces estas células pueden aparecer picndticas o bien no
existir, probablemente por el efecto letal del pardsito sobre los
leucocitoes.

Se ha reconocido que 1-4% de los casos pueden desarrollar
complicaciones al cursar con una amibiasis intestinal siendo las
mds comunes la perforacién intestinal y 1la subsecuente colitis
fulminante. Algunos individuos pueden desarrollar una masa
inflamatoria en colon, llamada ameboma, que radiograéficamente
resulta indistinguible del carcinoma. Ocasionalmente, la infeccion
puede extenderse a partir de una colitis severa a la region
perianal, perineal o a pene. Otra complicacién menos comin de una
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rectocolltls amlblana es un 1ntest1n ,rrltable el cual se

conoce como colltls ulceratlva post- dlsentérlca.vr

c: Amibiasis extraintestinal. La amibiasis extraintestinal

puede desarrollarse junto con la disenterig amibiana. E1 momento de
su aparicién puede variar desde unos cuantos meses hasta afios
después de iniciada la disenteria (Adams v col, 1977a y b). En mas
de 50% de los casos, puede no estar asociado con una historia
clinica de amibiasis intestinal. E1 higado es el 6rgano al gue mas
comunmente se disemina la infeccién. Los sintomas gue se presentan
pueden involucrar pérdida de peso, adelgazamiento y fiebre
moderada, o bien, una enfermedad febril aguda asociada con dolor
vago en el cuadfante superior derecho, dolor a la palpacién entre
las costillas o malestar pleuritico referido al hombro derecho. Es
frecuente ver anemia, leucocitosis, concentracién elevada de
fosfatasas y transaminasas. Es rara la hepatitis. El diagndstico se
realiza comunmente en base a la sintomatologia que refiere el
paciente, apoyada en una cuenta alta de leucocitos y existencia de
lesiones ocupantes en higado demostrado por algunc de los
siguientes métodos: radiografia de toérax, gammagrafia, ultrasonido
o tomografia axial computarizada las cuales muestran que se trata
de un sitio ocupante udnico (78%) en el lébulo derecho (77%) (Cuaron
y col, 1972).

En algunos casos, puede presentarse una extensioén directa o

metastasica al espacio pleural o pericardic o bien a sitios mas

distantes como cerebro, pulmén o rifién (Guerrant).iéaé).
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2. ANTECEDENTES ESPECIFICOS



2.1. Inmunoclogia de la amibiasis.

Aunque se reconoce gue Entamoeba histolytica induce ambos
tipos de respuesﬁa inmune (humoral y celular), aun no se ha
establecido que mecanismos del huéspedlson responsables de 1la
limitacién de la invasidén por las amibas y cuales lo protegen de
una infeccidén invasora recurrente (Trissl, 1982).

Dentro de 1los eventos celulares que ocurren durante 1la
infeccidén se pueden enlistar los siguientes: 1) adherencia a 1la
mucosa de colon resultando en colonizacion intestinal, 2) ruptura
de la barrera intestinal por enzimas o toxinas proteoliticas de
secrecién, 3) lisis de células epiteliales y células de respuesta
inflamatoria del huésped gue Tresultan en ulceracién de colon e
invasién a tejidos mas profundos o a un odrgano distante (por
ejemplo higado) 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 E.
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, +tensidén 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 axenizacion (Gillin, 1988), mientras que al reasociarlas

con una bacteria, como por ejemplo con Escherichia coli, pueden
recuperar su resistencia a complemento y hacerse mas virulentas.
Por otro lado, en 1984 Bracha y col observaron gue al axenizar
amibas en presencia de una tensién baja dé oxigeno, éstas se hacen
mas virulentas. Las bacterias afectan también las condiciones
fisiolégicas y nutricionales del intestino y por ello pueden
modificar las tensiones de O, y el potencial redox, produciendo
grandes cantidades de diferentes metabolitos como acidos grasos de
cadena corta, CO,, H, y otros dcidos como el succinico y el lactico
(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 gue la capacidad fijadora de las bacterias y los
niveles bajos de Fe, pueden representar un mecanismo potencial de
resistencia en el cual al secuestrar eéstas al Fe limitan el
crecimiento de las amibas.

En la 1luz del intestino, E.histolytica estda expuesta a muchos
productos de la digestidén 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 biliarés, la cual produce
diversos productos gue son toxicos para E.histolytica (Gillin y
col, 1983, 1985, 1988).
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Respecto al papel gque desémQéﬁa el moco en la amibiasié, se ha
observado un mecanismo protector al atfapar trofozoitos e impedir
su adhesidén a las células ‘del epitelio intestinal blogueando
receptores de alta afinidad. Se ha demostrado que el moco posee
dcido sialico, el cual resulta quimiotac;ante para este parasito
(Bailey, 1982) ademas de N-acetilglucosamina Yy N-
acetilgalactosamina. Sin embargo, E.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 E.histolytica se ve favorecida o no con los
efectos del moco sobre los trofozoitos.

ii) Mecanismos inmunes: Poco se sabe respecto al papel gue
desempenan los factores inmunes humorales de intestino gue se
producen como resultade de la presencia de E.histolytica; sin
embargo, se han podido detectar coproanticuerpos por medio de IHA
en titulos que varian 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 demostrd que los anticuerpos presentes en el contenido
intestinal en ratas inmunizadas con trofozitos corresponden a Igs
tipe A, la cual también se ha demostrado en calostro.

Existe gran dificultad para estudiar 1la respuesta inmune
intestinal y su relacién con la infecciodn por E.higstolytica, pues

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

pocos estudios acerca de la interaccion de este parasito con las
células que participan en la respuesta inflamatoria. Aun cuando se
ha descrito que las amibas pueden destruir leucocitos in witro,
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estas células también pueden destruir ig fVif;q'ié‘ l;s amibas
(Guerrant, 1981; Martinez-Palomo,. 1982). : 7

En la disenteria causada por bacterias, se ha demostrado que
se estimula ﬁna 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 ceélulas gue participan son
destruidas por las amibas. Algunos estudios histopatoldégicos 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 eosindfilos ingeridos y destruidos por la amiba. Estas células se
observan en las lesiones tempranas de amibiasis intestinal,
posteriormente pierden sus caracteristicas de tincién y/o son
destruidas por las amibas (Prathapk y col, 1970; Griffin y col,
1971).

Alin no se ha dilucidado completamente el tipo de interaccidn
que E.histolytica establece con elementos inespecificos del sistema
inmune en la luz del intestino con el moco y los compartimentos
tisulares, a pesar de la importancia obvia para conocer mas de 1la
biologia del organismo y de la fisiopatologia 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 gue se



indujo amibiasis hepatica, han resaltado la importancia del
macrofago como una célula efectora critica del huésped. Estas
observaciones in viveo han indicado que los mecanismos inmunes
mediados por células fueron responsables en la limitacidén de la
diseminacioén por metastasis o por contigliidad de la amibiasis
hepatica asi como de proveer proteccién 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 gque los linfocitos de
pacientes recuperados de amibiasis hepdtica son citotéxicos para
los trofozoitos de E.histolytica, posiblemente por algun producto
celular secretado, ya dgue el sobrenadante de 1los 1linfocitos
obtenidos después de la incubacioén con antigenos amibianos, fue
amebicida.

Asimismo, estudios in vitro han demostrado que puede ocurrir
citélisis celular dependiente de anticuerpos por monocitos al
récubrir los eritrocitos con antigenos amibiano en presencia de
suero inmune, lo gque no ocurre con las células mononucleares
(Stemberger, 1978). Los macrofagos, a través de mecanismos
oxidativos y no oxidativos parecen estar involucrados en la muerte
celular (Murray, 1981). Este autor habia reportado previamente un
efecto deletéreo de los radicales oxidativos (H,0,) sobre los
trofozoitos de E.histolytica.

Salata y col (1984) observaron la mnuerte de trofozoitos
amibianos por monocitos derivados de macréfagos, activados con Con
A o con fitohemaglutinina (PHA) y al ahadir suero inmune no se
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potencié la muerte de las amibas, lo cual parece indicar gque es un
proceso independiente de anticuerpos. Estudios por microscopia, 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 citotdéxicos son capaces de destruir trofozoitos de E.histolytica
patdégenos. En estudios con anticuerpos monoclonales contra OKT8 y
complemento, la actividad amebicida de los linfocitos T citotdxicos
estimulados con PHA se vidé completamente abolida, lo gue sugiere
que el fenotipo T8 es el responsable de la actividad amebicida
(Salata, 1984).

En la Figura 2 se muestra un modelo gue Salata y Ravdin;
(1986) proponen para explicar la posible participacién de la
respuesta inmune celular en la amibiasis invasora.

Estudios recientes demuestran que el interferén gamma (INF-
gamma) es una linfocina involucrada en la activacioéon de los
linfocitos mononucleares para la muerte o inhibicidén del
crecimiento intracelular de numerosos organismos tales como los
siguientes protozoarios pardsitos: 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 activacion de macroégafos
derivados de monocitos como responsables de la muerte de
trofozoitos de amibas patdgenas. Al ahadir anticuerpos anti-INF-
gamma se inhibié en gran medida, aunque no completamente, la
capacidad de la Con A o de otras linfocinas inducidas por antigenos
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Proteina amibiana

!
Presentacion directa Macroéfago
(A)
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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 antigenos amibianos
se presentan directamente a celulas T (LT) (A) o bién después de
ser ingerido (B) y procesado (C) por macrofagos. Esta interaccién
produce cambios en la subpoblacién de LT con un incremento en las
subpoblacidén supresoras/ citotéxicas (D) y un decremento en la
subpoblacidén ayudadora/inductora (E). La sensibilizacién de LT
resulta en proliferacién (F). Ambos eventos se asocian con
produccién de linfocinas (G), particularmente INF-7, gue actua
sobre macroéfagos (H) . Se ha demostrado actividad contra
E.histolytica (H) por los macréfagos activados (I) y por los LT
citotoéoxicos (J).

—25_



amibianos para activar a los macréfagos que destruyen al parasito.

El andlisis de diferentes pruebas que valoran la inmunidad
celular tales como la reaccién intradérmica, la prueba de la
inhibicién de macrofagos y la transformacién blastogénica hechas
por Sepulveda 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 invasion 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 reinfeccidén por E.histolytica.

c) Respuesta inmune humoral. Se desconoce con detalle el papel
gue desempefnan los anticuerpcs que se generan en el huésped en
contra de E.histolytica, aungue se han observado anticuerpos
antiamibianos especificos tanto locales como sistémicos durante una
amibiasis invasora en el humano (Salata, 1988a y b). Ademas, el
inicio de la enfermedad se ha asociado con niveles elevados de
anticuerpos séricos (Krupp, 1970; Healy y col, 1970). Se ha
demostrado gue estos sueros son capaces de causar la muerte a los
trofozoitos mediante la activacién del complemento.

En estudios seroepidemioldégicos, 80~100% de los pacientes con
infeccidén invasora de colon o amibiasis hepatica desarrollan
anticuerpos antiamibianos especificos para E.histolytica del tipo
IgG (Thompson y cel , 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 infeccidén colénica asintomatica, en una frecuencia
muy baja, desarrollan una respuesta inmune que resulta en la
produccién de anticuerpos. En un estudio hecho por Savanat y col
(1974) se encontré una frecuencia relativamente alta de individuos
con anticuerpos séricos pero gue clinicamente son asintomaticos y
eliminan gquistes de amibas en las heces. En base a 1lo anterior
Trissl (1982) y Elsdon-Dew (1970) han considerado que ésto es
resultado de una infeccivn subclinica o mas bien de una amibiasis
invasora previa, pero si el titulo de los anticuerpos detectados es
alto, ésto se asocia mas con el inicio de la enfermedad.

Aunque el procedimiento metodolégico para la deteccidn 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 dque 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 gue
hay una produccién policlonal de anticuerpos; en la amibiasis no se
conoce si la elevacidén de la IgG es completamente especifica para
E.histolytica.

Se ha demostrado gue antigenos de este parasito son capaces de
inducir una respuesta inmune de hipersensibilidad inmediata en
individuos de &dreas endémicas dque se encontraban previamente
sensibilizados, lo que sugiere que este tipo de respuesta inmune
puede participar en los mecanismos patdgenicos de la amibiasis
invasora, pero no se ha reportado la deteccion de IgE. Sin embargo
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cuando E.histolvtica se asoc1a con una 1nfecc1on por helmlntos, seb
logran detectar titulos muy bajos de IgE (Maddlson y col 1968,;
Savanat y col, 1973; Bilgees y col, 1979; Kagan, 1973) k

Se ha reporfado que las Igs pueden detectarse duranfe_é 5 11
afios. La causa de esta persistencia puede deberse a infecéién o
estimulacioén antigénica continua (Juniper y col, 1972; Patterson y
col, 1980; Healy y col, 1970).

Al mismo tiempo que' se producen los anticuerpos circulanteé,
se genera una gran cantidad de antigenos lo gque da lugar a la
formacién de complejos solubles gque podrian 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 clinicas propias de la enfermedad causada por
complejos inmunes, aungue los niveles de complemento en el liguido
de la lesioén en higado se encuentran disminuidos. Esto hace suponer
aque dichos complejos podrian contribuir a la patogenia local.

Muchos estudios han demostrado 1la 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 comparacidn con los anticuerpos séricos,
s6lo persiste por cortos periodos de tiempo (Sharmay col, 1981).
este respecto se regquieren mds estudios, y gquiza el contar con un
modelo animal adecuado.

En un breve andlisis respecto al efecto gque tiene el
complemento sobre los mecanismos de defensa del huésped, se
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considera que éste puede participar en 1) lisis directa, como
resultado de la activacion del complemento sobre la superficie
celular sin participar los anticuerpos; 2) daho por el complementé
en presencia de anticuerpos y 3) muerte de las amibas mediado por
células fagociticas.

Esto sugiere gque la actividad amebicida del suero depende de
la actividad del complemento ya sea por la via alterna o por la via
clasica, como se ha demdstrado en diferentes trabajos (resumidos
por Calderdn, 1988). Por otro lado, Reed y col (1983), han
demostrado que cepas patédgenas de E.histolytica fueron resistentes
al complemento humano, mientras que las cepas no patdégenas fueron
susceptibles a éste. Otros estudios han demostrado que 1la
exposicion in vitro al complemento resulta en amibas con mayor
capacidad fagocitica y citotdxica, de ahi 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 inmunoldgicos para el diagndéstico de 1la

amibiasis.

El diagnéstico de 1la amibiasis frecuentemente se logra
empleando uno o mas de los métodos siguientes: clinico, de
laboratorio, gabinete y epidemiolégico. En el primer caso, los
signos y sintomas que aparecen en el cuadrec clinico de 1la
amibiasis, pueden permitir el diagnéstico clinico. La respuesta a
la pregunta de Maigraith "unde venis" (De dénde vienes?) asociada
a la enfermedad por E.histolytica puede justificar en algunos casos
el dar tratamiento al paciente sin un diagnéstico de laboratorio
previo ante la sospecha epidemioldgica del padecimiento.

Finalmente, la identificacion 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 antigenos o anticuerpos en suero, heces u otros
productos bioloégices.

El empleo de técnicas inmunologicas para el diagnodstico de la
amibiasis ha ido en aumento en los Ultimos 25 afos, lo cual ha
permitido tener un mayor conocimiento de la enfermedad (Sepulveda,
1976; AckKers, 1982; Martinez-Palomo, 1982; Trissl, 1982;
Kretschmer, 1986 y Salata y col, 1986).

Actualmente se reconocen 14 pruebas seroldgicas que han sido
aplicadas para el diagnédstico de la amibiasis, de las cuales sdlo
la tercera parte son actualmente empleadas en el laboratorio de
diagnostico de rutina. En la Tabla 1, se enlistan éstas.
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TABLA 1. PROCEDIMIENTOS INMUNOLOGICOS EMPLEADOS PARA EL
DIAGNOSTICO DE LA AMIBIASIS.

Fijacién de Complemento (FC)

Inmovilizacidn de Amiba (IA)

Fijacidn en Papel Filtro (FPF)

Inmunoensayo en Capa Fina (ICF)

Precipitacioén en Membrana de Acetato de Celulosa (PMAC

Floculacidén en Bentonita (FB)

Aglutinacion en Latex (AL)

*k Inmunodifusién de Ouchterlony (ID)

Precipitacién en Tubo (PT)

Inmunoelctroforesis (IEF)

*k Contrainmunoelectroforesis (CIEF)

*% Inmunofluorescencia Indirecta (IFI)

** Hemaglutinacidén Indirecta (HAI)

** Ensayo del Inmunoabserbente Ligado a Enzima (ELISA)
Western-Blot (WB)

** Técnicas que actualmente se emplean en los laboratorios
para diagnostico de rutina. Fuente: Healy,G., Cap. 41,
Ravdin (edit), 1988.




A partir del desarrollo de medios de cultivo axénicos gque
permitieron el crecimiento y reproduccién de trofozoitos de
E.histolytica in vitro (Diamond, 1961), se ha asegurado una fuente
de trofozoitos qhe pueden emplearse directamente o para la
obtencion de antigenos. La mayoria de los antigenos empleados para
serodiagnéstico en 1los ultimos 20 afnos se han obtenido de
trofozeoitos crecidos en dicho medio de cultivo. Existe en la
literatura una gran cantidad de procedimientos para la obtencidén de
antigenos (Swart y col, 1962; Thompson y col, 1968; Ali~Xhan, 1974;
Jatinandana y col, 1975; Krupp, 1977; Bos, 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 diagndstico
serologico, el concenso de la mayoria de los investigadores es gque
atn no se cuenta con el(los) antigeno(s) adecuado(s).

En 19883, Aust-Kettis y col probaron diferentes fracciones de
un extracto soluble completo de E.histolytica cepa NIH-200 y
sugirié que un extracto completo soluble es superior cuando se
compara con varios extractos purificados ya gque no encontrd una
correlacidén entre los sintomas clinicos, la duracidén de la
enfermedad, el origen de la cepa amibiana y una fraccioén antigénica
relevante.

Para 1986, Joyce Yy Ravdin haciendo uso de la inmuno-
electrotransferencia observaron gque al menos 9 antigenos idénticos
fueron reconocidos por sueros de humanos con amibiasis hepatica
usando una preparacién de antigeno amibiano soluble completo.
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Cen respecto a la utilidad de desarrollar. una prueba
inmunolégica, se pueden hacer las siguientes consideraciones: 1) es
de ayuda para el diagnédstico clinico, epidemiologico y para 1la
decisién terapeutica, especialmente en el caso de individuos con
amibiasis hepdtica donde la deteccién delerganismo no es posible;
2) en los casos de amibiasis intestinal sintomdatica que cursa con
diarrea sanguinolenta o colitis crénica y después de que los
procedimientos para la demostracién del pardsito han fallado como
son examen de heces, endoscopia, biopsia.

A continuacion se hace una breve andlisis de los diferentes
métodos gue se han empleado para el diagnéstico de la enfermedad:

1. Fijacién 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 gue Robinson (1972). Cuando
Krupp y col (1971) compararon este método con la IHA y con la ID,
reportaron una mejor capacidad para la deteccidn de antigenos 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 razén de gque actualmente no se
emplea como diagndstico de rutina. Asi mismo, desde gue se pudieron
producir antigenes a partir de cultivos axénicos, muy pocos
investigadores han empleado la FC como un procedimiento de rutina.

2. Inmovilizacién de Amibas (IA). El fundamento de la técnica
reside en la inmovilizacidén de las amibas después de redondearse
por efecto de los anticuerpos presentes en sueros inmunes. Aungque
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Biagi y col desarrollaron la técniéé?éhviéﬁiVTéh.la actualidad no

se ha reportado su uso. Prakrash>(1969) ‘v éoﬁpara con IHA y
:considera que la IA es mas sensible. _ - ’

3. Fijacién'én Papel Filtro (FPF). ﬁn 1976, Ruiz-Castaneda
publica por primera y unica vez el uso de este procedimienté que
consiste en poner antigenos de amiba sobre papel filtro y suero. Si
éste contiene anticuerpos antiamibianos, al anhadir azul de
bromofenol se presenta una reaccién colorida.

4. Precipitacidén en Membrana de Acetato de Celulosa (PMAC). El
primer reporte de este método fue hecho por Sodeman y col (1973)
aungue Stamm y col (1977) la utilizan empleando acetato de celulosa
como soporte para detectar la reaccidn antigeno-anticuerpo, despues
de tefir con nigrosina. Esta es una prueba relativamente rapida (=4
h) cuando se compara con la ID (24-48 h). Esta técnica actualmente
no esta en uso.

5. Inmunoensayo en Capa Fina (ICF). Nilsson en 1980 reportd
una adaptacion del procedimiento propuesto por Elwing (1976) para
la deteccidn de anticuerpos antiamiba. En una caja de Petri de
poliestireno con agar se hacen orificios donde se colocan los
antigenos seguido por los sueros de los pacientes en estudio. La
reaccidén se magnifica recubriendo con anti-IgG o anti-IgM. Una
desventaja de esta prueba es el gran tiempo gue se emplea para
llevarla a cabo, por lo cual no se usa actualmente en estudios de
rutina.

6. Floculacién con Bentonita (FB). Haciendo una modificacién
al método aplicado al estudio de la trigquinosis, Tupasi y col
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(1970) aplicaﬁ 1a fiéculaéién coh bentonita para el estudio de la
amibiasis. Al hacer la éomparacién con otras pruebas inmunolégicas
como HAY e IFI, diferentes autores estan de acuerdo en que es util
‘cuando se emplea para el estudio de un numero pequefio de sueros
pues una desventaja de esta técnica es la necesidad de sensibilizar
bentonita cada 72 h.

7. Aglutinacién con particulas de Latex (AL). E1 uso de
particulas de latex sensibilizadas con antigenos de amibas para el
serodiagnéstico de la amibiasis fué reportado inicialmente por
Morris y col (1970, 1971). Se reconoce gque puede ocurrir una
floculacién inespecifica en presencia de factor reumatoide, lo que
ha impedido su uso en estudios de laboratorio de rutina, por 1o
cual no esta disponible comercialmente.

8. Inmunodifusion de Ouchterlony (ID). En 1963, Atchley y col
probaron por primera vez la precipitacion de la reaccién antigeno-~
anticuerpo en geles de agar. Recientemente Katzenstein y col (1982)
utilizaron este procedimiento y otros mas para el diagndstico de
individuos con amibiasis hepatica aguda o cronica. En Sudédfrica
(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
diagnéstico de 1la enfermedad. En nuestro pais se dispone de
antigeno en el comercio para realizar la prueba.

9. Precipitacion en Tubo (PT). En esta técnica se incluye una
modificacion del método anterior que consiste en el empleo de tubos
microhematicos. Powell (1968) la utiliza para el diagndstico de la
amibiasis; no se reconoce en la actualidad su uso para el
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diagnéstico rutinario.

10. Inmunoelectroforesis (IEF). En 1965 fué Madaison guién
investigé el uso de esta técnica para el diagnéstico de 1la
amibiasis. Krupp y col (1971) fueron capaces de distinguir entre
anticuerpos de una infeccién activa, de 1los anticuerpos
persistentes después de la curacién, por el patron de arcos que se
observa asociado al titulo de anticuerpos detectados por IHA. La
desventaja que presenta 'este método es que se requiere de mucho
tiempo para su realizacién y una gran cantidad de reactivos. Aunque
no es util para el diagnéstico de rutina, se le considera como una
excelente arma de investigacidn para el estudio de los antigenos de
E.histolytica.

11. Contrainmunoelectroforesis (CIEF). En 1971 Sepiilveda 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 diagnéstica de rutina ya gue no requiere
de muchos reactivos y los resultados se cbtienen en un tiempo
relativamente corto (1-2 h); esta teécnica permite ademdas 1la
valoracion cualitativa y semicuantitativa de la respuesta inmune
humoral. Se encuentra disponible en equipeos comerciales de
diferentes grupos, reportandose reproducibilidad en los resultados.

12. Inmunofluorescencia Indirecta (IFI). Este procedimiento ha
resultado util tanto para la deteccién de antigenos como para la
deteccién de anticuerpos (Goldman y col, 1962; 1967). Existe en la
literatura internacional una gran cantidad de reportes que lo
sefialan como un método que posee buena sensibilidad (>95 %) para el
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diaénésticorde amibiasis hepatica, pero en los casos de amibiasis
intéstinal, el porcentaje de sensibilidad es muy amplio (50-90%).
Es una técnica cuantitativa, sin embargo el tener sus propios
titulos de valofacién, le impide compararse con titulos
considerados positivos por otros autores empleando diferentes
procedimientos (IHA, CIEF o ELISA).

13. Hemaglutinacién Indirecta (IHA). El diagndstico de 1la
amibiasis mediante la déteccién de anticuerpos antiamibianos en
sueros empleando eritrocitos sensibilizados con el antigeno fueé
reportado por Lewis y col (1961) y Kessell y col (1965). En
numerosos trabajos se ha empleado este procedimiento de diagnéstico
y en igual forma un gran numero de investigadores han evaluado la
prueba de IHA, comparandola con otras como FC, AL, CIEF, IFI, 1D,
IA y ELISA. Los resultados demuestran una excelente especificidad,
con niveles de sensibilidad de 90-100% en los casos de amibiasis
hepatica y de 75-90% en 1los casos de amibiasis intestinal
sintomatica. Para el diagnostico en individuos portadores
asintomaticos esta prueba ha demostrado una alta variabilidad de
los titulos considerados como positivos (5-50%). Elsdon-Dew (1976)
sefiala que esta gran variabilidad en la positividad de la prueba
refleja la prevalencia de la enfermedad en ciertos grupos de la
poblacién o areas geograficas. Por este método se detectan
anticuerpos por largos periodos (meses o afos) después de una
aparente curacién clinica. Esto ha permitido detectar 1la
prevalencia de la enfermedad en diferentes partes del mundo como
Estados Unidos de Norteamérica, Canada, Malasia, Filipinas y



Venezuela. 7

14. Inmunoensayo Enzimatice Ligado ‘a Enzima (ELISA). El
mejoramiento en las pruebas diagnésticas de una gran variedad de
enfermedades ha 'bermitido la adaptacién de técnicas inmuno-
enzimaticas para el diagnodstico de la amibiasis. Respecto a 1la
técnica, Engvall y col (1971 y 1972) introdujeron el empleo de
conjugados de enzimas con Igs antihumanas para detectar y medir
cuantitativamente los anticuerpos ligados a los antigenos. 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
comparacién con IFI e ID con resultados favorables, sobre todo en
los casos con amibiasis hepatica. El procedimiento ha sido evaluado
en diferentes areas 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; Ortiz-Ortiz, 1978; Sharma y col, 1980).
El disponer de la prueba en equipos comerciales, asociado a 1la
rapidez y facilidad para obtener los resultados, la hace una prueba
de diagndstico ideal en laboratorios con un gran numero de sueros
o para estudios seroepidemiolégicos.

15. Inmunoelectrotransferencia (IET). Esta prueba se ha
empleado para la identificacion de antigenos en diversos pardsitos
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 aplicacién en la amibiasis,
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fésﬁltahdo ser. .quizd la prueba mas sensible para la deteccidén de
ahticuerpos antiamibianos, aungue aun no puede ser empleada para
diagndstico clinico debido a su costo y la necesidad de personal
experimentado pard desarrollar la prueba y asi asegurar un estudio
de alta calidad.

16. Coproanticuerpos (CAc). Realmente muy poca atencion se ha
puesto a los anticuerpos excretados en heces. Shaalan y col (1970)
emplearon la prueba de FC para detectar dichos anticuerpos y sdlo
el 34% de los casos clinicos resultaron positivos. Sharma y col
(1978), aplicando la técnica de 1IHA en el sobrenadante de las heces
encontraron un 80% de positividad. Estos métodos requieren de una
mejor evaluacién asi como técnicas mas estandarizadas para gque

puedan emplearse como un procedimiento de rutina.
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2.3. Antigenos relevantes eh»Entamoeba higtolytica.

La caracterizacién de los componentes antigénicos de
E.histolytica ha‘fepresentado una de las principales objetos de
estudio del parasito. La definicién de tales componentes es de
relevancia tanto para el mejoramiento de los métodos de
diagnéstico, como para el andlisis 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 identificacion de
los antigenos presentes en E.histolytica, los cuales participan en
la interaccion huésped-pardsito y son reconocidos durante 1la
infeccidén (Sepulveda, 1982).

Los resultados de estudios previos empleando antigenos
obtenidos de amibas cultivadas en condiciones no-axénicas fueron
dificiles de interpretar debido a 1la presencia de material
contaminante de bacterias o parasitos (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 describidé un medio de cultivo axénico capaz
de sostener el crecimiento in vitro de E.histolvtica y afos mas
tarde fue capaz de reportar la produccidn masiva in vitro de amibas
usando tal medio (Diamond, 1968). En ese mismo aflo Thompson y col
extrajeron y estandarizaron antigenos amibianos derivados de
parasitos crecidos axénicamente.
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El material obtenido, denominado histolicina, resultd ser una .
mezcla heterogénea de proteinas, carbohidratoes, lipidos, etc. Este
antigeno permitio el estudio de la amibiasis empleando metodologia
de la Inmunologia moderna. A partir de entonces, para la definicién
de la composicidn antigénica de las amibas_se hizo sélo a partir de
amibas crecidas en el medio de cultivo axénico. Brevemente
analizaremos los componentes de superficie, citoplasma y de
excrecién que han podido ser caracterizados como antigenos por
diversos autores.

1. 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 1la
inmovilizacién de trofozoitos con suero inmune (Brown y col, 1955;
Biagi y col, 1961; Beltran y col, 1965; Yap y col, 1969), por 1la
reaccién especifica de anticuerpos antiamiba total y anti-
lipopeptidofosfoglican (LPPG) con trofozoitos intactos como se
reveld por inmunofluorescencia (Goldman y col, 1962; Beltran y col,
1965; Boonkpucknaving y col, 1967; O'Shea y col, 1974; Calderdn y
col, 1980a; Isibasi y col, 1982a) y por lisis de trofozoitos por
las vias clasica y alterna del complemento (Huldt y col, 1979;
Calderén y col, 1980; Ortiz~Ortiz y col, 1978a; Sepulveda 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 citopldasmicas obtenidas de preparaciones radio- marcadas.
En la actualidad, la identificacién y purificacion de antigenos de
superficie se ha favorecido por el empleo de anticuerpos
monoclonales especificos.

a). Proteinas. Los antigenos de superficie proteinica son
dificiles de definir ya que la mayoria de los reportes se refieren
a proteinas obtenidas de extractos acuosos totales obtenidos por
sonicacién (Thompson y col, 1968; Krupp, 1974, 1977; Chang y col,
1979; Sawhney y col, 1980; Sanchez-Nereida y col, 1978) u
homogeneizacién 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 antigenos de E.histolytica. Esto deriva, sin duda,
del uso de diferentes cepas de amibas, de la adicidén o no de
inhibidores de proteasas asi como del emplec de diferentes métodos
inmunoldégicos para la detecciédn.

Bajo estas circunstancia, Krupp (1977) afirmé que el esqueleto
antigénico bdsico de las cepas HK-9 y NIH-200 de E.histolvtica
contiene 14 proteinas. Chang y col (1979) por su parte encontraron
no menos de 20 antigenes en la cepa HK-9 y un héximo de 32
antigenos en la cepa HT-31. Los extractos acuosos de las amibas se
han fraccionado en cromatografia de exclusién molecular con 1la
finalidad de obtener un material mas homogéneo (Thompson y col,
1968; Krupp, 1974, 1977; Chang y col, 1979; Sawhney y col, 1980;
Sanchez-Nereida y col, 1978; Ali-Khan y col, 1970a y b; Aust-Kettis
y col, 1983). El perfil de elusidn de tales mezclas de antigenos
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‘varia de acuerdo a la longitud y didmetro de las columnas
empleadas, el tipo de gel usado; ‘la concentracién 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 varian de
14.5 a 650 kDa. La mayoria de las fracciones son glicoproteinas;
las fracciones 1,II y III son las mas antigénicos, mientras que las
fracciones IV y V no reactcionan con anticuerpos especificos (Krupp,
1974) .

Parkhouse y col (1978) fueron los primeros en usar inhibidores
de la actividad proteolitica en lisados de trofozoitos para la
extraccién de antigenos. Los mnismos autores radiomarcaron las
proteinas de superficie de las cepas HK-9 y HM-2 de E.histolytica
con yodo radicactivo y aislaron una glucoproteina de superficie con
peso molecular de 81 XxDa. Se hizo cromatografia al extracto
completo de E.histolytica HK-9 a través de una columna de
Sepharosa-Con A resultando en 3 bandas proteinicas de 20, 30 y 150
kDa de peso molecular, respectivamente, como se identificd por
inmunoprecipitacién usando suero de un paciente con amibiasis
hepatica. Aplicando el mismo procedimiento de fraccionamiento con
Sepharosa-Con A y radiomarcando con '®I, se aislaron 6
glucoproteinas de E.histolytica HM-1:IMSS y 4 de la cepa HK-9. Tres
de estas glucoproteinas (36, 56 y 67 kDa) estuvieron presentes en
ambas cepas (Muhnoz y col, 1978). Este marcado selectivo de las
proteinas de superficie externa permitieron a Aley y col (1980)
identificar 12 glucoproteinas con peso molecular gue variaba de 12
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a 20d.kDa por. autorradiografia.

Aust-Kettis y col (1983) no separaron la membrana citopléasmica
de E.histolvtica cepas HK-9 y NIH-200 radiomarcada con '¥I, y
encontrareon 12 polipéptidos por electroforesis en geles de
poliacrilamida con dedecil sulfato de sodio (PAGE-SDS) evidenciados
por autorradiografia de un homogeinado amibiano. E1 peso molecular
de las 9 bandas varié entre 9 y 150 kDa.

Joyce y col (1988) 'encontraron 30 bandas de proteinas 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 proteinas de superficie como se mostrd por iodacion
competitiva con lactoperoxidasa. Sus pesos moleculares fueron de
19.5, 23, 24.5, 37, 90 y 170 KkDba, siendo las tres ultimas
glicoproteinas, como se mostrd por la unién especifica a Con A. El
inmunoblot del extracto scluble reveld que al menos 3 de esas
proteinas fueron mas frecuentemente reconocidas por sueros
obtenidos de 11 pacientes que sufrian de amibiasis hepatica, y de
ésas, las proteinas de 37 y 90 kDa fueron en efecto, glucoproteinas
de superficie.

Aust-Kettis (1983) utilizd un pool de 8 sueros humanos inmunes
e identifico 7 polipeptidos antigénicos por inmuno-
electrotransferencia. De estas las proteinas de 37 y 88 kDa semejan
las proteinas 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 oOrtiz-



ortiz y col (1986) definir una proteina de superficie antigénica
determinante y condujeron a Torian y col (1987) para la
identificacién, caracterizacidn y purificacidén de una glucoproteina
de superficie de 96 kDa que reacciond especificamente con el suero
de pacientes con amibiaisis hepatica.

Finalmente, las proteinas de superficie que participan en la
adhesién in vitro de trofozoitos de E.histolytica a eritrocitos
humanos, células epiteliales y células de ovario de hdmster 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 proteinas 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
kbDa (Rosales~Encina y col, 1987; Meza y col, 1987).

b. Carbohidratos. Muy poco se sabe acerca de las moléculas
polisacaridas presentes en los protozoarios. Se han descrito en

Trypanosoma cruzi polimeros de galactosa (Von 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
polisacarida (lipofosfonoglican) de Acanthamoeba castellani, 1la
cual constituye el 31% de la membrana plasmatica (Korn y col, 1974;
Dearborn y col, 1976; Bailey y col, 1981).

La membrana plasmatica de los trofozoitos de E.histolytica
tiene 10 nm de grosor y esta cubierta externamente por un
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'giﬁcoéélix el cual esta cénstituido pbr cafbohi&fatsé‘(ﬁﬁsﬁb;ﬁéh Y.
col; 1974; Pinto da Silva y col, 1975). . 7 .

Martinez-Palomo y col (1973) demostraron gque la cubierta de
los trofozoitos de E.histolytica contenia manosa y/o glucosa ya que
aglutina con Con A. La activacién de la via alterna del
complemento, como fué demostrado por Ortiz-Ortiz y col (1978a),
sugiere fuertemente la presencia de carbohidratos en la superficie
de los trofozoitos de E.histolytica.

La hidrélisis de acido acético y la precipitacién con alcohol
resulto en la obtencion de polisacdridos de amibas (Martinez;Palomé-
y col, 1973). La mezcla de estos antigenos reacciona con el Sﬁe£¢:
de conejos inmunizados con trofozoitos amibianos, pero no con el
suero de pacientes con amibiasis hepatica (Isibasi y col, 1975;,
1978).

Usando el método de extraccién fenol-agua se obtuvo un
complejo antigénico de superficie polisacdrido heterogéneo de
E.histolytica HK-9 (Isibasi y col, 1982a y b). El analisis quimico
de este material revelo un 85% de carbohidratos, 8% de peptidos y
el resto, lipidos y fosfatos. Este compuesto fué 1llamado
lipopeptidofosfoglican (LPPG), Y su composicidén y localizacidn
recuerda fuertemente al LPPG de superficie encontrado en
A.catellani (Dearborn y col, 1976). Este antigeno reacciona con el
suero de pacientes con amibiasis hepdtica y hacen reaccién cruzada
con el aminoglucofosfolipido extraido por Gitler y col (1984).

Un antigeno libre de glucdgeno rico en polisacdridos (PRA) fue
purificado subsecuentemente del LPPG, ahora obtenido tanto de
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E.histolytica HK-9 como de HM-lﬁIMSS. El material fue el mismo en
cualquier cepa y se encontré que contenia glucosa, galactosa ¥y
xilosa (Isibasi y col, 1986). Este PRA reacciona fuertemente con el
suero de pacientes con amibiasis hepatica y su patrén de PAGE-SDS
es similar al patrén de lipopolisacaridos (LPS) de bacterias Gram
negativas. Esto sugiere gue, en cuanto al peso molecular concierne,
y tal como un LPS de bacteria Gram negativa, el PRA es una moclécula
heterogénea construida por unidades repetidas de polisacdridos de
longitud variable. Estudios de microscopia electrénica han mostrado
que el PRA es un complejo polisacdrido de superficie (Cruz, 1988).

c. Lipidos. Los lipidos son en general, inmundgenos pobres y
tan solo Gitler y col (1984) han identificado un lipido altamente
inmunogénico en E.histolytica. Ensayos preeliminares indicaron que
este es un aminocglicofosfolipido que constituye cerca del 3.8% de
los lipidos amibianos.

Anticuerpos especificos purificados para este material no
pudieron reaccionar con los lipidos totales del medio de cultivo,
cuando reaccionan con LPPG. Este sugiere que, ademas de la fraccidn
glucosidica, la fraccién lipida de los LPPG constituye un epitope
por si mismo.

2. Antigenos citopldsmicos.

Los antigenos citoplasmicos son todos agquellos presentes en
las fracciones proteinicas no reveladas por el marcadeo de la
membrana externa. Por otro lado, hay un grupo bien definido de
antigenos citopldsmicos tales como las fracciones lisosomales y
ribosomales.
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Los 1lisosomas son vesiculas memﬁranosas éuer conﬁieﬁéﬁ
fosfatasa 4cida como se ha demostrado por citoquimica de alta
resolucién (Sanchez y col, 1980; Trevifo-Garcia y col, 1980). Las
fracciones lisosomales vy ribosomales se obtuvieron por
ultracentrifugacién diferencial de un homogeinado de trofozoitos de
E.histolytica. Ambos organelos se encontraron en la primera y
segunda fraccién respectivamente (Cruz, 1988). Las fracciones
lisosomales se probaron’ con sueros de pacientes con amibiasis
hepatica y resultaron ser bastante antigénicas, con produccién de
varias bandas de precipitacién en inmunodifusién en agarosé. Ambas
fracciones se han usado para inducir inmunidad protectora contra
una amibiasis experimental (Ortiz-oOrtiz, 1978).

Las proteinas ribosomales han resultado ser acidas y basicas,
con un peso molecular que varia de 14 a 112 kDa. En estos trabajos
se reveld la ausencia de una proteina ribosomal de 54 kDa en
amibas; esta proteina es regularmente encontrada en todas las
células procariontes y eucariontes. El significado de su ausencia
en E.histolytica aun no se conoce (Vargas y col, 1986).

3. Exoantigenos.

La demostracidn mediante anticuerpos especificos inducidos en
conejo de antigenos producidos por E.histolytica y liberados al
medio de cultivo, no ha sido completamente exitoso (Swart y col,
1962). Bos y col (1980a y b) encontraron gue una toxina de 1la
membrana citoplédsmica que se excreta al medio de cultivo, puede ser
inhibida por suero inmune asi como 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 especificos.

Esta exotoxina es de hecho un complejo proteinico con punto
isoeléctrico de 4.5 y 5.0 y esta relacionada a otras proteinas
citopldsmicas 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 estda relacionada con una lectina que induce
la produccién de anticuerpos especificos 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 vy que puede contribuir a la pategenicidad del
pardasito aunque sus propiedades antigénicas ain no se han
establecido. Kretschmer y col (1985) han descrito un factor de peso
moleular bajo que inhibe 1la 1locomocidn de monocitos humanos
presente en el ligquido sobrenadante de E.histolvtica crecida

axénicamente.
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3. HIPOTESIS
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3.

HIPOTESIS

No existe correlacién entre el titulo de anticuerpos
determinado por Hemaglutinacion Indirecta y el tipo de
zimodemo de la amiba presente en el intestino de los

portadores en estudio

»

Existe una correlacién entre el titulo de anticuerpos
determinado por Hemaglutinacién Indirecta y el patrédn
de reconocimiento de antigenos por el suero de
portadores en estudio y determinado por inmuno-

electrotransferencia (IET)

El patrén de reconocimiento de antigenos, determinado
por la técnica de IET, es diferentre entre portadores
de E.histolytica con zimodemo patoégeno y agquellos con

zimodemo no patégeno
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4. OBJETIVOS
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4.

:Estandarizar la -técnica de Inmunoelectrotransferencia

"para la determinacidén de la reactividad de' los ‘sueros

OBJETIVOS

Déterminar’ sil existe correlacion entre el titulo de

anticuerpos en sueros’ analizades por Hemaglutinacién

Indirecta'y;Confrainmunoelectroforesis con el tipo- de
zimodemoydé las amibas presentes en el intestino de

indiViduos'portadores asintomaticos

de individuos portadores asintomaticos

Identificar los antigenos amibianos mas frecuentemente
reconocidos por individuos portadores asintomdticos
provenientes de una comunidad endémica para amibiasis
en 1la Republica Mexicana, aplicando 1la técnica de

Inmunoelectrotransferencia

Establecer si existe correlacioén entre el zimodemo de
las amibas de individuos portadores asintomaticos y el
patrén de reconocimiento de antigenos valorado por la
tecnica de Inmunoelectrotransferencia 4 :
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5.  ESTRATEGIA GENERAL
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5. Estrategia general.

Con el objeto de determinar si exisfe correlacioén entre el
zimodemo de las amibas presentes en el intestinorde individuos
asintomaticos, el titulo de anticuerpos determinado por
hemaglutinacién indirecta (IHA) y el patrén de antigenos
reconocidos por dichos sueros aplicando la técnica de
Inmunoelectrotransferencia (IET), se aislaron pardasitos a partir de
heces y se analizaron muestras de sueros de individuos portadores
de E.histolytica que habitan en Cadereyta, Queretaro, Mexico.

En heces se detectd la presencia de quistes de E.histolytica
mediante el Método Coproparasitoscéopico por <Concentracién y
Flotacidén de Faust-Ferreira (CPS) y a través de un cultivo en medio
bifdsico de Robinson, los trofozoitos recuperados se lisaron y se
les determiné el patron isoenzimatico o zimodemo de éstos, de
acuerdo al meétodo descrito por Sargeaunt.

En las muestras séricas se determinaron los titulos de
anticuerpos mediante la técnica de IHA, tomando como dilucidn
minima 1:8. La determinacién del patrén de reconocimiento
proteinico, se logrd aplicande el ensayo de IET estandarizado en
este trabajo.

De las muestras'colectadas, se seleccionaron 80 de ellas para
determinar zimodemo, titulos de hemaglutinacién y patrén dge
reconocimiento antigénico por IET. En la Figura 4 se resume la

estrategia que se siguios.
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ESTUDIO EPIDEMIOLOGICO TRANSVERSAL
CADEREYTA, QRO., MEXICO
(2048 individuos)

MUESTRA ENTREVISTA - MUESTRA
HECES SUERO

l :
CULTIVO "7 c.p.s.® ' I.H.A.b
ROBINSON FERREIRA

Trofozoitos — Quistes

E.histolytica lNegatiVo o | E.histolytica

PATRON
ISOENZIMATICO

{ 80 'CASOS”

FIGURA 4. ESTRATEGIA GENERAL. a. Coproparasitoscépico,
b. Hemaglutinacién Indirecta, c. Inmunoelectrotransferencia.



Paraklogférvia esténdariéaéiéﬂ_ﬁéflé:técnibé,de IET ﬁtiiiéada
en- este trabajo; se'emplearéh éﬁéros”ae’ihdividudé con amibiasis
intestinal y hepatica, asiyrcoﬁok el suerc de individuos sin
antecedentes clinicos de amibiasis y de aquéllos en cuyas heces se
detectd la presencia de otros pardsitos intestinales. En la Figura
5 se muestra los pasos que se siguieron para lograr este objetivo.
Brevemente, a partir de trofozoitos de E.histolytica cultivados
axénicamente se obtuvo el extracto total soluble amibianc empleando
5 procedimientos diferentes que incluyeron tratamiento por
congelacién/descongelacién y homogeneizacidén asi como el uso de
inhibidores de proteasas o agentes solubilizantes. La seleccidn del
extracto antigénico gue se empled en la estandarizacién de la IET
se realizd considerando el rendimiento proteinico determinado por
la técnica de Lowry asi como la integridad de los componentes
analizados por Electroforesis en Geles de Poliacrilamida con
Dodecil Sulfato de Sodio (PAGE-SDS). La cantidad de proteina
adecuada para transferir al Papel de Nitrocelulosa (PNC), el
diluyente para el primer anticuerpo asi como las condiciones de
dilucién de las muestras de suero fueron determinadas después de
probar las diversas condiciocnes experimentales. La especificidad de
los ensayos fué evaluada empleando sueros de individuos infectados
con otros parasitos intestinales asi como con amibiasis hepatica,
sueros control negativo y suero de individuo con amibiasis
intestinal aguda. Los sujetos estudiados fueron individuos
asintomaticos provenientes de la comunidad donde se realizd el
estudio transversal.



cultivo axénico
Entamoeba histolvtica

" obtencisén de extracto
soluble total

[,

EBULLICION

'HOMOGENEIZACIO

[ pHMB I fl'MIP J' I MIP + TX—lO?AJ l pHMBA]

| Ac acet1CO"

T =

‘_

en sobrenadante y pastilla

cuantificacién proteinica .

PAGE-SDS en
gradiente (5-15%) y
- continuc (10%)

Seleccidén del
extractoc amibiano

Estandarizacioéon de la.
I ET
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. ESTANDARIZACION DE LA IET

[ o
Proteina transferida| ‘| :Diluyente para
kg . por cm de gel ')-" "l el ler anticuerpo

|- “BSA 3% Leche en polvo
TX-100 4% descremada 5%

en 'ASF NP-40 0.1%
= en PBS

il
|

Desarrollo de la reaccion
antigeno-anticuerpo

|

Seleccidn de las
6ptimas condiciones

|

Pruebas de especificidédak

|~ Sueros amibiasis : "Sueros de
asintomatica ‘otras
parasitosis
intestinales
sueros Sueros amibiasis
Control sintomatica

FIGURA 5. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL PARA LA ESTANDARIZACION DE LA
INMUNOELECTROTRANSFERENCIA.
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6. MATERIAL Y METODOS
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6.1. Origen de los sueros.

a) Sueros testigo. Los sueros testigo fueron . obtenidos de

individuos sin antecedentes clinicos recientes de amibiasis: 1) Un
suero de un individuo de 2 meses de edad proveniente de 1la
comunidad en éstudio, 2) el suero de tres individuos recién nacidos
del Hospital General de Zona "Los Venados", del Instituto Mexicah§ &
del Seguro Social, 3) ©cho sueros de individuos con ihfecdiéﬁ"
intestinal por otros pardsitos diferentes a E.histolytic;; E;tés
individuos acudieron al Hospital Infantil de México por una éausa
no relacionada con amibiasis. En el laboratorio de rutina se
determind en muestras de heces de pacientes la presencia de huevos
o quistes de alguno de los siguientes pardsitos: Giardia lamblia,

Hymenolepis nana, Enterobius vermicularis o Ascaris lumbricoides y

durante un ano fueron seguidos con la finalidad de determinar en
ellos infecciones por E.histolvytica, 4) tres sueros de individuos
con antecedentes recientes de amibiasis hepatica provenientes del
Hospital General de Zona "Los Venados" del IMSS y unoc del Instituto
Nacional de Pediatria, 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 80 sueros incluidos en el estudio
fueron de individuos de Cadereyta, un municipio del Estado de
Querétaro, los cuales se encontraban infectados por E.histolytica,

pero no presentaron sintomatologia asociada a ésta.
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6.2. ‘Obtencidén de heces.

Las muestras de heces se colectaron de individuos de 1la
comunidad de Cadereyta, con la finalidad de determinar la presencia
de quistes o trofozoitos de E.histolytica. Esto se llevd a cabo
mediante examen microscopico por el método de Faust-Ferreira, para
lo cual, las heces se conservaron hasta su observacién en una
soluciodn de formol al 5%. Asi mismo, la muestra de heces se procesd
para cultivo de trofozoitos en medio de Robinson con la finalidad

.de poder determinar el zimodemo de dichos pardasitos.

6.3. Cultivo de heces en medio de Robinson.

El cultivo de trofozoitos de E.histolvtica a partir de heces
se realizdé en el medio de Robinson (Martinez y col, 19%90).
Inicialmente se realizd un cultiveo primario y posteriormente
subcultivos. Para el cultivo primario se regquirieron 50 mg de heces
no tratadas gue se adicionaron a botellas con medio BR, almidoén de
arroz y una solucién de eritromicina al 5%. Se incubaron por 24 h
a 37°C. En los casos donde ocurridé crecimiento de trofozoitos se
realizaron subcultivos para lo cual el liguido sobrenadante se
eliminé y se adiciond almiddén de arroz, eritromicina al 5%,
bactopeptona al 20%, biftaltato de potasio al 1% y medio BRS; se
incubdé a 37°C por 24 h. Este pasc se puede repetir tantas veces
como sea necesario. En este caso, se empled el primer subcultivo
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para la determinacién del zimodemo. Para ello; los trofozoitos se
cosecharon 'y se lisaron mediante ciclos de :éongelacién-—
descongelacién en presencia de una mezcla con inhibidores
enzimaticos. Los ' lisados obtenidos se almacenaron a =196°C

(nitrégeno liguido) hasta su uso.
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"6.4. Determinacidn del patrdén isocenzimatico por la técnica de

Sargeaunt.

La caracterizacién por zimodemo ha sido empleada para
determinar el caracter patogeno y no pagdgeno de E.histolytica.
Esto se logra con la caracterizacion de patrones de corrimiento
electroforético de 4 enzimas metabdlicas en geles horizontales de
almidoén: Glucosa Fosfato'Isomerasa (GPI), Fosfo-glucomutasa (PGM),
Enzima Malica (ME) y Hexocinasa (HE). Este método de aislamiento e
identificacién del pardsito es altamente sensible por lo que se le
considéra muy Util en estudios epidemiolégicos. E1 sistema ée
caracteriza por dar bandas de corrimiento bien definidas, en donde
la mayoria de los sistemas no da mas de 2 bandas por enzima,
excepto algunos sistemas reportados por Sargeaunt en 1985. La ME
produce caracteristicamente una sola banda en la misma posicidn
mientras que la HE muestra siempre 2 posiciones diferentes. La PGM
y GPI varian en cada zimodemo, en la mayoria 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 investigacion del Laboratorio de
Parasitologia de la Unidad de Investigacién Clinica en Enfermedades
Infecciosas y Parasitarias del cCentro Médico Nacional, IMSS

(Martinez y col, 1990)
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-6.,5. Hemaglutinacidn Indirecta.

Esta prueba es una de las mds sensibles y especificas para la
deteccién y/o cuantificacién de anticuerpos antiamibianos en
individuos con amibiasis invasora intestinal o extraintestinal
(Healy, 1988).

La técnica se basa en el empleo de eritrocitos sensibilizados
con &cido tanico que ‘les confiere la propiedad de adsorber
proteinas de E.histolytica cepa HK9.

En este trabajo se empled 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. Obtencion de extractos solubles totales,

a) Cultivo de parasitos. Trofozoitos de E.histolytica cepa
HM1:IMSS se cultivéron 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 bafio Maria) y suplementado con suero
bovino al 15% y una mezcla de vitaminas de Piamond al 3% (North
American Biologicals, USA), ademds se adiciono penicilina (0.25
UI/ml) y estreptomicina (35 pg/ml).

Una vez gque los cultivos alcanzaron la fase logaritmica de
crecimiento (72 h), se colocaron los tubos de cultivo en un bafio de
hielo-agua por 30 min. El contenido de cada tubo se vacido a tubos
cénicos de plastico (Costar™) de 50 ml de capacidad, se
centrifugaron a 150 xg por 5 min. El sobrenadante se elimind y el
paquete celular se lavo en 3 ocasiones con un amortiguador salino
de fosfatos (PBS) pH 7.2 . La cuantificacidn de los trofozoitos se
realizé empleando una cémara de Newbauer (Reichert Line Co.).

b) Preparacién de los extractos amibianos. En la preparacidn

de extractos amibianos se emplearon 5 tratamientos diferentes con
el objeto de determinar el mejor procedimiento de extraccion de.
componentes del parasito en cuanto a rendimiento e integridad de
las proteinas. La cantidad empleada para cada ensayo fue de un
millon de trofozoitos.

1. TRATAMIENTO CON para-HIDROXIMERCURIBENZOATO SODICO
(pEHMB) Y EBULLICION. En-1 ml;de:solucién Trizma base 150 mM, pH’Q

S lees



conteniendo bHMB 10 mM;- Se"éﬁsbeﬂdiéfph‘ los ‘trofozoitos |y _SéV
calentaron en bafio Maria a 93°C bof 5 min.?Sg centrifugs a 15,600
Xg por 15 min 2 veces a 4°C. La fraccién soluble se colectd y la
pastilla se resuspendié en 1 ml de solucidén Trizma base 150 mM pH
9 sin pHMB. Ambas fracciones se almacenan a -70°C 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 sdlucidn de Trizma base-HC1 50 mM pH 6.8 con
los siguientes inhibidores de proteasas: fluorc de fenil-metil-
sulfonilo (PMSF) ImM; acido (para-cloro-mercuri)-fenil-sulfoénico 1
mM; N-etil-maleimida (NEM) 5 mM; &cido etilen- glicol-bis(B-
aminocetil-eter)~NN!'~N'-tetracético (EGTA) 1 mM y pHMB 10 nmM. Se
empled el mismo tratamiento por ebullicién y separacidén por

centrifugacion previamente descrito. E1 sobrenadante y la pastilla,

resuspendida en 1 ml de solucidén 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 solucién de
Trizma-HC1 50 mM con Tritdén X-100 al 5% y la mezcla de inhibidores
de proteasas empleadas en el procedimiento anterior. La suspensién
se sometidé a homogeneizacién durante 1 min en un homogeneizador con
punta de teflén (Lab-stir, Eberbach) en bafio de agua a 4°C. El
lisado de células se centrifugd y el sobrenadante y pastilla,
resuspendida en 1 ml de solucién 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 resuspendiercon en una solgcién de Trizma base 150 mM
pH 9 con pHMB 10 mM empleada en el método 1. La homogeneizacién se
realizé de la misma forma gque en el procedimiento No.3. Se
centrifugd el lisado y el sobrenadante y la pastilla, resuspendida
.en una solucion de Trizma base 150 mM pH9, se colectaron y
almacenaron a -70°C hasta su uso.

5. TRATAMIENTO CON ACIDO ACETICO Y HOMOGENEIZACION
(Fraenkel-Conrat, 1957 modificado). Los trofozoitos se suspendieron
en una solucidén que contenia una mezcla de 2 volumenes de &acido
acético glacial y 1 volumen de MgCl, 1M en una relacidén de 2
volumenes de mezcla por millén de trofozoitos. Una vez hecha la
mezcla, se homogeneizd estando sumergida en un bano de agua-hielo,
después se procediod a incubar en agitacidén constante durante 1 h en
un bafo de agua-~hielo y finalmente se centrifugéd a 15,600 xg por 30
min. El sobrenadante y la pastilla se dializarcn secuencialmente en
soluciones de dcido acético al 6%, 4.5% y 3%. Ambas fracciones se
liofilizaron en un equipo Virtis (Gardiner, NY) durante =12 h y se

almacenaron a -20°C hasta su uso.
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6.7. Cuantificacidén de proteinas de las preparaciones antigénicas
obtenidas mediante el micrométodo de Lowry (Folin-

Ciocalteu).

El micrométodo utilizado fué descritp por Dulley (1975) como
una modificacioén de la técnica de Lﬁwry (1951). La cuantificacién
colorimétrica de las proteinas al emplear el reactivo de Folin-
Ciocalteu, depende del contenido de tirosina y triptéfanc de las
proteinas, las cuales reducen las sales del fosfomolibdato-
fosfotungstato del reactivo.

En tubos a los que se ahadieron diferentes cantidades de 1la
solucidén problema (5, 10 o 15 pul), se completd el volumen a 500 pul
con agua destilada. Se afiadié 2.5 ml de la solucion E (tartrato de
sodio y potasio al 2% y CuS0,.5H,0 al 0.5%, diluido en 50 volumenes
de Na,CO, al 2% y NaOH 0.1N) y 5 pl de Tritdénm X-100 al 10% en PBS.
Cada tubo se mezcld vigorosamente y se dejo incubar a temperatura
ambiente durante 10 min. Posteriormente se afnadidé 250 pl del
Reactivo de Folin-Ciocalteau y 50 pl de SDS al 5%, se agitd con
vortex y se dejd incubando a temperatura ambiente por 30 min.
Transcurrido este tiempo, se leyé la absorbancia a 750 nm en un
espectrofotdmetro (Beckman, modelo DU7).

El contenido de proteina en la solucidn problema se calculd
por regresién lineal con los datos de la curva estdndar de albumina

fraccién V,



6.8. Beparacioén de proteinas totales solubles de E. histolytica
por electroforesis en geles de poliacrilamida con dodecil

sulfato de sodio.

La técnica de electroforesis en gelgs de poliacrilamida con
dodecil sulfato de sodio (PAGE-SDS) es util para la separacidén y
caracterizacion de proteinas a partir de una mezcla compleja. Esto
se logra combinando el empleo de acrilamida como tamiz molecular y
la movilidad electroforética de las proteinas en funcién de su peso
molecular. La capacidad de la acrilamida para funcionar como matriz
molecular esta en funcidén del tamafio del poro que se forma, el cual
varia dependiendo de la concentraciéon de la acrilamida y de la
extensién del entrecruzamiento dada por N-N'-metilen-~bis-
acrilamida. Para que la reaccion se inicie, se reguiere del empleo
de un sistema catalizador redox gue 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
gue la proteina cambie su estructura tridimensional a tipo lineal.
El empleo del detergente SDS, le confiere a la proteina una carga
neta negativa uniforme, de donde resulta gque la movilidad
electroforética sea funcion 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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amortiéuédor y en el tamano del poro del tamiz: Eéte sistema consta
_ de 2 fases: una llamada concentradora con PH 6.8 y la fase
espaciadora cuyo pH es de 8.8 (Anexos # I, II, III). En este
estudio la capacidad de separacion de este sistema se pudo mejorar
al emplear un gel espaciador en gradiente (5-15%) asi como un
sistema con un gel espaciador a concentracion constante de
acrilamida al 10% (Anexos # II, III). El sistema a concentracién
constante de acrilamida se hizo con fines de comparacidn entre éste
y el sistema en gradiente. El sistema se realizo empleando placas
de vidrio (140x170x1.5 mm) y separadores de plexiglds de 1.5 mm de
grosor asi como un sistema formador de gradiente, una bomba
peristaltica (Tubing Pump, 375 A, Sage Instruments) y un agitador
magnético (Stirrer, PC-353, Corning).

Una vez gque los vidrios ensamblados se llenaron con la
solucién para el gel espaciador al 5-15% (Anexo # IIa) o al 10%
(Anexo # IIIa), la polimerizacién de esta fraccidén ocurrid en =60
min, despues del cual se preparé la fase concentradora en cada uno
de los sistemas empleados (en gradiente o a concentracién
constante) (Anexo # IIb y # IIIb); colocando el peine formador de
los carriles necesarios para la colocacion de la(s) muestra(s). La
polimerizacion de esta porcion ocurridé en =30 min después del cual
se prepard la muestra del extracto amibiano, a una doncentracién de
120 pg por cm de ancho del pozo. Para ello, se calentd durante 5
min a 93°C mezclandolo con el Buffer Solubilizador de Muestra para
Electroforesis (BSME) (Anexo § IV). Después de la ebullicidén se
ahadié beta-mercaptoetanol al 5% y se ebulld nuevamente por 1 min.

-71- -



~con équ§:§e unaﬂmicroéipétalse éaiééétbﬁki;é:mﬁéétrésfya'tragadasff”
~en 195 bozos formados en lé fréccién:cdnééntfadora'deiygél;‘.’7
b) ELECTROFORESIS DE EXTRACTOS SOLUBLES TOTAtES . Para
determinar la coricentracién necesaria para asegurar uha buena
cantidad de proteina en el PNC empleado en la transferencia
posterior, se probaron 3 diferentes concéntraciones de proteinas:
60, 120 y 180 ug/cm, y para el calculo del peso molecular de cada
proteina separada se emplearon como referencia marcadores de peso
molecular alto y bajo (5 pl c/u) (Pharmacia, cod. 17-0445-01), que
incluyd: fosforilasa b, 94,000 daltones; albumina, 67,000 daltones;
.catalasa, 60,000 daltones; ovoalbumina, 43,000 daltones;

deshidrogenasa lactica, 36,000; anhidrasa carbénica, 30,000

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

daltones y alfa-lactoalbumina, 14,400 daltones. Tmbién se empled
una mezcla de componentes de G.lamblia como estandar de separacidn.
2Ambos estandares se colocaron en los pozos extremos del gel. El
corrimiento electroforético de las muestras se llevd a cabo durante
12~14 h con el Amortiguador de Electroforesis (AE) a una corriente
constante de 60 V en una cdmara de electroforésis (BRL modelo V161)
a temperatura ambiente (Anexo # V).

c) PROCEDIMIENTO DE TINCION DEL GEL DE POLIACRILAMIDA. Con
fines analiticos, se tiferon 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 procedid a remover
el exceso de colorante por incubacidn del gel en la solucién Alto
Metanol (Anexo # VII).
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6.10. Transferencia de proteinas 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 enzimatico, resultando en una técnica cualitativa
extraordinariamente poderosa para el estudio de reacciones
antigeno-anticuerpo. Towbin en 1979, describidé un procedimiento
cuyo fundamento radica en la transferencia de proteinas separadas
en un gel de poliacrilamida a una hoja de papel de nitrocelulosa
(PNC) de tal forma que se obtiene una réplica exacta del patroén
original en el gel. El proposito de esta técnica es demostrar el
reconocimiento por anticuerpos de los componentes individuales de
una mezcla compleja de los antigenos macromoleculares inmovilizados
en el papel, lo cual se logra al tratar el PNC con una solucién de
anticuerpos o antisueros apropiada, y la presencia de anticuerpos
enlazados se detecta mediante una reaccidén enzimdtica o por
autorradiografia. Este procedimiento tiene la ventaja de permitir
comparar la capacidad de reconocimiento antigénico de diferentes
sSueros con una preparacidn antigénica uvnica o bien, una preparacion
pura de anticuerpos (anticuerpo monoclonal) con diversas fuentes de
antigenos.

El procedimiento empleado en este trabajo, se baso 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
gue el corrimiento se realizd en forma adecuada, previo a la



‘transferernicia de las

“separadas’ ‘en el gel . ‘de
poliacrilamida, se procedid a tefir uné*fraccién del ‘mismo con las

proteinas separadas ' de .’ a 1 ompleja - de antigenos,

solubilizadas en un Amortiguado
preparativo para IET (Aﬁé* I) con el . colorante .Azul
Brillante de Coomassie RF‘ ‘gscrito anteriormente.

Asimismo, el gel: crilamida y el PNC (Pure

Nitrocellulose Meﬁbfan ‘diametro de poro, Bio-Rad

Laboratories No. 162- icuﬁaron con el Amortiguador para
Transferencia (AT) dgiéan;GQJﬁin'(Anexo # IXa y b), con 1 cambio
de AT a los 30 min,>Ac6h Via finalidad de ajustarlos a las
condiciones de transferencia. El1 equipo empleado para la
transferencia (Transblot cell, Bio-Rad Laboratories, mod. Protean
16 cm) incluyd el sistema de plexiglds empleado para la formacidn
del sandwich como se ilustra en la Figura 3 de tal manera dque
permitié un contacto estrecho entre el PNC y el gel de
poliacrilamida con ayuda de papel filtro Whatman 3 MM (James River

Blotting, 19%24,200M) y fibra Scotch. La transferencia se realizd

aplicando 100 V durante 2 h a 4°C.

b) TINCION DE PAPEL DE NITRbCELULOSA. Para corrocborar que la
transferencia de proteinas fue adecuada, se cortaron 2 tiras del
PNC transferido, una correspondié a las proteinas separadas a
partir de la mezcla compleja y la otra a los marcadores de peso
molecular. Para ello, se probaron 2 procedimientos de tincién. Uno
de ellos empleé el colorante Azul Negro de Nafftol (Amido Black-



{+)

FIGURA 3. ESQUEMA DEL SISTEMA EMPLEADO PARA LA TRANSFERENCIA DE
PROTEINAS AL PAPEL DE NITROCELULOSA. La transferencia de proteinas
de E. histolytica separadas por PAGE-SDS empleando geles de
poliacrilamida en gradiente del 5-15% a papel de nitrocelulosa se
llevo a cabo empleando el dispositivo que se muestra en la figura:
I. Soporte de plexiglas, 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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c) REVELADO DE LA REACCION .AN'I‘IGENO—AN'?‘L‘ICUE.:‘RP’G‘.
transferido se incubd en una solucién de albumina sérica béQiﬁé‘él'
3% en PBS (Anexo # XI) toda la noche a Q’C o bién a temperétura'
ambiente durante 6 h; antes de secar, se corté en tiras de 4 mm de
ancho dejandose secar perfectamente bien antes de almacenarse a
temperatura ambiente hasta su uso (dentro de 2 meses siguientes a
la transferencia).

Para enfrentar los sueros con las proteinas transferidas al
PNC, se procedidé a incubar toda la noche dichos sueros diluidos
1:50 y 1:200 en una solucidén gue contienen PBS, Nonidet P-40 al
0.01% y leche descremada en polvo al 5% (Sveltes ™) (Anexo # XII)
o bien con el Amortiguador de Dilucién del 1ler. Anticuerpo en
Transferencia (ADAT) (Anexo # XIII).

Transcurrido el tiempo de incubacidén, las tiras se lavaron
tres veces por 10 min en agitacidén constante utilizando una
solucién de Tritén X-100 al 1% en PBS. Posteriormente, se procedid
a incubar las tiras con el conjugado de peroxidasa de rabano
acoplado a inmunoglobulinas de cabra anti-inmunoglobulinas humanas
totales (Laboratorios Cappel) diluido 1:1000 en PBS y sueroc bovino
decomplementado al 10% durante 150 min (Anexo # XIV). Después de
ésto, se realizaron 3 lavados mas con la solucion de Tritdédn X-100
al 1% en PBS. Finalmente, la reaccion se reveld con 2 ml de
solucion recientemente preparada de 4-cloro-naphtol al 0.05%,
metanol al 20% y perdxido de hidrégeno al 0.01% (Anexc # XV). La
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7.1. Patron iscenzimatico.

El zimodemo de los trofozoitos de E.histolytica presentes en
las heces de los '80 individuos estudiados, se determind con el
cultivo del parasito en el medio de Robinson seguido del analisis
electroforético en geles de almidén del patron de migracién
isoenzimdtico segun lo descrito por Sargeaunt y col (1978, 1979,
1980b). De las 80 muestras, 25 tuvieron un patrén de zimodemo
patogeno (ZP) y las restantes 55, un patrén no patdgeno (ZNP) (Ver
Tabla 2). En general, el lisado de los parasitos que mostraron el
patrén de zimodemo patdgeno correspondieron a la presencia de una
banda B en la enzima PGM asi como una banda de corrimiento rdpido
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 patégenas y sélo 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 gue cumplieron
con los requisitos antes descritos, se diferencian por presentar
uha migracidén particular de las bandas de la enzima GPI asi como de
mostrar una banda @, § y 7 o bien una combinacidén de ellas.

En el caso de las muestras con un patron de zimodemo no
patégeno, 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
gue cerca del 50% de las muestras de los individuos con pardsitos
de ZNP correspondieron al zimodemo tipo VIIIT.

o DEBE
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FIGURA 6. PATRON ISOENZIMATICO DE LOS PARASITOS PRESENTES EN LAS
HECES DE INDIVIDUOS CON AMIBIASIS ASINTOMATICA. EL zimodemo de
trofozoitos de E.histolytica fué determinado segun la técnica
descrita por Sargeaunt Yy col (1978, 1979, 1980). los patrones
identificados por un numerc romanc son los ya descritos por el
mismo autor. P) Zimedemo Patogeno no descrito en la literatura.

* Tipo de zimodemo identificado. ** Frecuencia del tipo de zimodemo

identificado.
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TABLA 2. FRECUENCIA Y CARACTERIZACION DEL ZIMODEMO DE PARASITOS
OBTENIDOS DE HECES DE INDIVIDUOS8 CON AMIBIASIS

ASINTOMATICA.
ZIMODEMO CRITERIOS TIPO FRECUENCIA
Patogeno Ausencia de banda a (PGM) P 20
Presencia de banda B (PGM) VII 2
Banda adelantada (HK) XII 3
ME caracteristica
Migracién variable de GPI
No Presencia de banda o (PGM) I
Patégeno Ausencia de banda B (PGM) IIT
Sin banda adelantada (HK) Iv
ME caracteristica v
Migracién variable de GPI VIII -
IX. -
X
XVIT
XVIITI

P: Zimodemo Patdgeno no reportado en la literatura.. -
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7.2. Hemaglutinacidn Indirecta.

La determinaciodon del titulo de anticuerpos por IHA se reaiizé‘
después de detectar la presencia de anticuerpos por-la técnica de
CIEF. V

La dilucidn minima empleada para la deteccidn del titulo fue
de 1:8. Por abajo de esta dilucion, se considerd sero- reactividad
negativa. Los titulos de anticuerpos determinados variaron de
negativo a 1:256. Respecto a los sueros de individuos que portaron
amibas con ZP, se observaron titulos de negativo a 1:128 en tanto
que en aquéllos con amibas de 2ZNP, los titulos variaron de ,,
negativos a 1:256. 7 - LR

En la Figura 7 se muestra que el mayor nuimero ‘de éasos:

correspondioé a sueros de individuos cuyo titulo de HAI fﬁé'dé'i:ig;;:Af

De éstos, 13 casos correspondieron a individuos cuyos parésiﬁos'
recuperados de sus heces mostraron un ZP y 23 casos a individuos -
portadores de pardsitos con ZNP.

' Respecto al numero de casos con titulo negativo, 3 de éstos
fueron ZP y 8 de ZNP. Con titulo 1:8, 1 caso presentd ZP y 1 ZNP;
respecto a la dilucion 1:32 so6lo 3 fueron de ZP y 14 de ZNP. El
titulo 1:64 presentd 2 casos con ZP y 4 con ZNP y finalmente, el
titulo 1:128 incluyd 3 casos con 2P y 2 con ZNP. Sélo en el grupo
de individuos con pardsitos de ZNP se determinaron 3 casos con

titulo de 1:256.
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RECIPROCO DEL TITULO DE HEMAGLUTINACION

FIGURA 7. FRECUENCIA DEL TITULO DE ANTICUERPOS DETRMINADOS POR IHA
EN MUESTRAS SERICAS DE INDIVIDUOS INFECTADOS CON E.histolytica DE
ZIMODEMO DEFINIDO. El1 patrdén isoenzimatico de los trofozoitos
obtenidos de heces de individuos asintomdticos se determind por
Electroforesis en geles de almidén de <capa delgada. La
- determinacion de los titulos de anticuerpos de las muestras séricas
elegidas se probaron por IHA. Los titulos se reportan como la
reciproca de la dilucidn sérica.



7.3. Determinacién del rendimiento de proteinas en los extractos

solubles totales del parasito.

con el objéto de determinar el mejor procedimiente de
extraccién de proteinas del parasito en cuanto a rendimiento e
integridad, se probaron 5 métodos que se diferenciaron entre si por
emplear diferentes procedimientos de lisis celular (calentamiento
u homogeneizacién), uso 6 no de diferentes inhibidores de proteasas
y empleo o no de agentes solubilizantes (este es, detergentes o
solventes organices).

. En todos los casos se empled el mismo numero de trofozoitos
(un milldén) y para valorar el rendimiento de proteinas se hizo la
determinacidén cuantitativa en las fracciones obtenidas, utilizando
la microtécnica de Lowry, segun lo descrito en Material y Métodos.

En la Tabla 3 se muestran las diferencias respecto al
rendimiento del contenido de proteinas dependiendd del
procedimiento empleado. Como pudo observarse, el mayor rendimiento
de proteinas obtenidas después del tratamiento de los parasitos se
logré con aguellas técnicas en las cuales los trofozoitos se
proteasas PpHMB con un rendimiento de '1.27 ng. Yy ‘1;28”'ng
respectivanente. :

Un rendimiento menor de proteinas se logro al tratar por
ebullicidén los parasitos contenidos en una solucién con pHMB o con
la mezcla de inhibidores de proteasas en donde 0.78 ng se
recuperaron en el primer caso y sélo 0.73 ng en el segundo.
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Cuando las amlbas se trataron por homogenelza01on en presenc1a7

de &acido acético ¥y dlallSls, se recuperaron solo 0 20 ng {def

proteina soluble por. 1. x.lo6 resultando ser este el procedlmlento[ o

gque mostré el menor rendlmlento en protelnas.

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

METODO CONCENTRACION DE PROTEINA—|
(mg/10° trofozoitos)®

X s I

1

pHMBP-ebullicion | 0.786 + 0.002 |

MIPS-ebullicidn 1 0.738 + 0.057 ;I
MIP+TX-100%-homogeneizacion 1.278 + 0.122
pHMB-homogeneizacidn 1.283 + 0.133
MIP+AA®-homogeneizacidn 0.203 + 0.036

a: Las concentraciones proteinicas de los extractos se
determinareon en las fracciones solubles del parasito
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: Tritdén X-100

e: Acido acético.
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7.4. Andlisis electroforético de 'los extractos totales solubles: -

del parasito.

Caﬁ la finalidad de determinar la complejidéd e inteéridad
fisicoguimica de las diferentes preparaciones antigénicas obtenidas
por los 5 métodos previamente descritos, se llevd a cabo un
andlisis electroforético en geles de poliacrilamida preparados a
concentracion constante del 10% o en gradiente continuo de 5 a 15%
de acrilamida en presencia de dodecil-sulfato de sodioc (SDS)y en
condiciones reductoras con beta-mercaptoetanol de acuerdo a 1lo
decrito en Material y Métodos.

En la Figura 8B se muestra el patrén obtenido cuando se
separaron los componentes de la mezcla antigénica del parasito 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 numeros 2, 4, 6, 8 y 10 se muestran los
patrones de las fracciones insolubles o pastillas.

Con respecto a los extractos de la fraccidn soluble obtenida
después de tratar por calentamiento la suspension de células y en
presencia de pHMB (carril 1) o con la solucidn gue contiene una
mezcla de inhibidores de proteasas (carril 3), se observo en forma
constante, un numero reducido de componentes del parasito al
compararlos con los patrones obtenidos con los otros métos
empleados (20 y 13 bandas respectivamente).

El andlisis de la fraccién insoluble o pastilla obtenida por
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Mr (Kd)
232—{

1. pHMB +ebullicion 4 pHMB +homogen 7. Triton-sonic G.L.
2. Mezcla +ebullicion 5. Ac. Ac.+ homogen
3. Tritén + homogen 6.Stock (4)

FIGURA 8 A ¥y B. ANALISIS ELECTROFORETICO DE LAS FRACCIONES SOLUBLES
E INSOLUBLES DE TROFOZ0ITOS DE E.histolytica TRATADOS BAJO
DIFERENTES CONDICIONES. Un total de 1x10 de trofozoitos de
E.histolytica se emplearon para obtener las fracciones solubles
(carriles 1, 3, 5, 7, 9 y 11) vy las pastillas (carriles 2, 4, 6, 8,
10 y 12) del extracto proteinico obtenido usando diferentes
tratamientos: ebullicién-pHMB (carril 1 y 2), ebullicidén-mezcla de
inhibidores de proteasas (carril 3 y 4), homogeneizacidn-mezcla de
inhibidores de proteasas-Tritén X-100 (carril 5 y 6),
homogeneizacién-pHMB (carril 7 y 8), homogeneizacién-acido
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1. pHMB + ebullicion 4. pHMB +homogen. 7.Triton -sonic GL.
2. mezcla + ebulticion 5. Ac.Ac.+homogen.
3. Triton + homogen. 6. stock (4)

acético-mezcla de inhibidores de proteasas (carril 9 y 10). Asi
mismo se analizaron extractos de pardsitos empleando 200x10°
trofozoitos y tratamiento por homogeneizacién-pHMB (carril 11 y
12). Un extracto total soluble de trofozoitos de Giardia lamblia
tratado por sonicacién y Tritén X-100 se analizé y usd como
referencia (carril 13). La concentracion de proteina empleada en
cada caso fue de =90 pg de proteina por carril. Las fracciones
obtenidas se separaron por PAGE~SDS en gradiente 5-15% (Panel A) y
a concentracién constante al 10% (Panel B). La tincién de proteinas
se 1levd a cabo con Azul Brillante de Coomassie. Los marcadores de
peso molecular se indican en KbDa.
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los procedimientos ahtes, deséfitbs,f‘ﬁostré_ también un numero.
reduqido de componentes del parasito  (carril 2, 21 bandas) en el’
caso de tratamiento con calentamiento en.presencia de pHMB; ademas,
se observd gue el patrén es similar al obtenido en 1la fréécién
soluble obtenida con el mismo procedimiento. P

Cuando se analizé la fraccién insoluble gue se obtiene de los
parasitos tratados por calentamiento y en presencia de una mezcla
compleja de inhibidores de proteasas, se observé un gran numero de
componentes del parasito que éugirié gue no todos los antigenos del
parasito logran solubilizarse con el procedimiento aplicade (carril
4, 34 ba}ndas).

Cuando se comparé el patrén electroforético mostrado por las
fracciones solubles de los extractos amibianos obtenidos por
homogeneizacion en presencia de Tritoén X-100, mezcla de inhibidores
de proteasas (carril 5) y los extractos del parasito obtenidos
homogeneizando la mezcla en presencia de pHMB (carril 7) o con
tratamiento con &cido aceético (carril 9) se observd due estos
patrones son similares entre si detectandose 35, 38 y 36 bandas en
cada uno de ellos, respectivamente.

A pesar de la similitud numérica en proteinas entre esas
fracciones, el grado de definicion en el patrén proteinico es
diferente en cada caso. Una mejor definicidn se observé cuando los
antigenos del parasito se solubulizaron por homogeneizacidn en una
solucién gque contenia pHMB (carril 7). Ademas, este patron
antigénico fué el mismo cuando se aplicd el mismo tratamiento a un
mayor numero de parasitos (200 millones de trofozoitos) segun se
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‘puede apreciar en la figura 8B, carril 11, 1o que parece indicar

gue hay una alta reproducibilidad en el[méfodo gcﬁpéraéién
de antigenos de E.histolytica. .

El patrén eléctroforético de 1la fradciénilnéélﬁﬁié'obténida
por homogenizacién en presencia de Tritoén X—éoq (carrilrs, 22
bandas), en presencia de pHMB (carril 8 Q 12,:22‘bandas cada uno)
o0 en presencia de &acido acético (carril_lo, 26_bandas) confirma
claramente una baja recuperacion de proteihas?ayéartir de dicha
fraccion cuando se compardo con la fracciénfsdluble, mostrandc un
menor nuimero de componentes. '

De esta forma, los resultados obtenidos en estos analisis
indican que los patrones de los antigenos amibianos son altamente
complejos, conteniendo aproximadamente 40 bandas proteicas con un
peso molecular gue varia entre 10 y 220 kDa. En éstos, las bandas
proteinicas mas abundantes por tincion con el colorante Azul de
Coomassie fueron aquellas de 119, 98, 46, 39, 37 y 22 kDa.

El andlisis del patron electroforético de las proteinas a
partir de una mezcla compleja de antigenos amibianos, analizados en
el sistema electroforético en geles a concentracidn constante del
10% de peoliacrilamida y en presencia de SDS y en condiciones
reductoras (Figura 8A) permitio observar que, cuandoc la muestra se
traté con ebullicion en una solucion gue contiene mezcla de
inhibidores de proteasas (carril 3 y 4) o bien en una soluciodn que
contiene pHMB (carril 1 y 2), las fracciones solubles mostrarxon 12
bandas en el primer caso (carril 1) y 7 bandas en el 2do (carril
3). El carril 2 corresponde a la fraccion insoluble posterior al



tratamiento con ebulliéién yf§HMB'con'11 bandas y la fraccién
insoluble obtenida al tfataf?iéjmézcla antigénica amibiana y en
presencia de una mezcla:dégﬁnhibidores muestra hasta 29 bandas
seguin se aprecia en el daffii&ﬁ;iio cual parece indicar que un gran
numero de componentes no se sﬁlubiliza en estas condiciones y con
este tratamiento.

El patrén electroforético de las fracciones solubles obtenidas
al tratar la mezcla de antigenos amibianos con homogeneizacién y en
presencia de Tritén X-100 (carril 5) o bien en presencia de pHMB
(carril 7) o en caso de recuperarlos por tratamiento con acido
acético (carril 9) proporcionaron resultados similares. Asi se
observé gue los patrones obtenidos con estos métodos contuvieron
25, 31 y 28 bandas respectivamente. El1 andalisis de estos 3
procedimientos permitidé determinar una mejor definicién del patrén
electroforético cuando los trofozoitos fueron homogeneizados en
presencia de pHMB. Estos datos fueron similares a los obtenidos
cuando la mezcla antigénica se tratd en condiciones similares y se
analizé en geles continuos con 5-15% de acrilamida (Figura 8B,
carril 11).

La fraccidn insoluble obtenida al tratar a los trofozoitos por
homogeneizacién y en presencia de una mezcla de inhibidores de
proteasas y de Triton X-100 (carril 6) mostrd un total de 10 bandas
con un grado de definicién muy bajo. Por otro lado, algo similar
ocurricé con la fraccion insoluble obtenida después de homogeneizar
en presencia de pHMB, observandose tenuemente un total de 12 bandas
(carril 8).
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Finalmente, al analizar la fraccién insoluble obtenida al
tratar los trofozoitos por homogeneizaciodon y en presencia de acido
acético se observd que el carril en el cual se colocé la muestra
presenta un corrimiento con deformaciones y con menor definicidn
del patrén de proteinas, compuesto de =13 bandas (carril 10).

Al comparar el grado de definicion de 1los patrones
electroforéticos de las proteinas obtenidas después de los
diferentes tratamientos empleados, se observd una mejor separacion
de los componentes proteinicos cuando se empled el sistema en
gradiente continuo (5-15%) en comparacién con agquéllos corridos a
concentracidn constante (10%) de acrilamida. Esto se pudo inferir
al analizar el numero de bandas resueltas en cada caso, el cual
siempre resultd inferior en el sistema a concentraciodn 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 separacion de los componentes proteinicos a
partir de una mezcla compleja de antigenos amibianos, asi como una
mayor definicién de dicho patrén. Por lo anterior, este sistema
electroforético se selecciond para realizar los ensayos de IET

posteriores.

L =-92=



7.5. Inmunoelectrotransferencia.

considerando los resultados descritos anteriormente respecto
al procedimiento para la obtencién del extracto scluble total como
antigeno amibiano, se seleccionaron el tratamiento con
homogeneizacidn en presencia de pﬁMB Y la separaciodn
electroforética de los componentes de dicha mezcla de antigenos en
el sistema de geles de poliacrilamida 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 1a cantidad optima de proteina
para transferir al PNC y de esta forma asegurar una buena
reactividad con el suero a probar, se emplearon 3 concentraciones
diferentes de proteina (60, 120 y 180 ug 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 tehido con Azul de
Coomassie después de la transferencia. En el primer carril de la
izquierda marcado con M, se mnuestran los marcadores de peso
molecular empleados y en los 3 siguientes carriles se aprecian las
3 diferentes concentraciones de proteina empleadas (60 pg/cm, 120
Hg/cm y 180 ug/cm).

De esta forma se aprecid dgue cuando se emnpled una mayor
concentracién de proteina, no ocurrioé una transferencia total de la
misma y una cantidad de ésta permanecid en el gel.

Finalmente, en el carril del extremo derecho_aparéce un.

_93_



Ag (proteina/cm)

M 60 A9 1204¢g 180 _ag
Mr (Kd) = e :
232 —
94—, ST R
67 —
m’-—__ -
43 —] L i e e
. {.A.o-e«—-»'ev . ® -
36 —f © ey et o e —
30— _ . . o
20.1— S e
R R

FIGURA 9. ANALISIS ELECTROFORETICO DE EXTRACTOS BSOLUBLES DE
E.histolytica. Se emplearon 3 diferentes concentrationes proteicas
de extracto soluble de E.histolytica (60, 120 y 180 ug/cm de
proteina antigeénica) obtenido por homogeneizacidn en presencia de
p~HMB 10 mM. Esta mezcla soluble de antigenos se separd en un
sistema de PAGE~SDS en dgradiente 5-15% y en presencia de B~
mercaptoetanol; unas vez transferida a PNC se tifié el gel con el
colorante Azul Brillante de Commassie. Carril M) Marcadores de peso
molecular tefiidos con Azul Brillante de Comomassie que
permanecieron en el gel después de transferidos al PNC. 60, 120 Y
180 upg de proteina/cm de gel después de transferido a PNC,
retenidas en el gel tefiido con el mismo colorante. Carril T)
Fragmento del mismo gel tefildo con el mismo colorante antes de ser

transferido al PNC.

—94 -



Ag (proteina/cm)
M 6049 __ 12049 180 ag

Mr (Kd)

232 —

94 — g - e s B s o aaa—
67 —
36 — , o T .
20.1— SR ’

FIGURA 9. ANALISEIS ELECTROFORETICO DE EXTRACTOS SOLUBLES DE
E.histolytica. Se emplearon 3 diferentes concentraciones proteicas
de extracto soluble de E.histolytica (60, 120 y 180 pg/cm de
proteina antigénica) obtenido por homogeneizacién en presencia de
p-HMB 10 mM. Esta mezcla seoluble de antigenos se separd en un
sistema de PAGE-SDS en gradiente 5-15% Yy en presencia de B-
mercaptoetanol; unas vez transferida a PNC se tind el gel con el
colorante Azul Brillante de Commassie, Carril M) Marcadores de peso
molecular tefildos con Azul Brillante de Comomassie que
permanecieron en el gel después de transferidos al PNC. 60, 120 Y
180 pg de proteina/cm de dgel después de transferido a PNC,
retenidas en el gel tenido con el mismo colorante. cCarril T)
Fragmento del mismo gel tefiido con el mismo colorante antes de ser
transferido al PNC,.
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fragmento. del gel de poliacrilamida téﬁidé éon}Az;iéaé:éoéﬁaS§iéﬁ,f
previo a la IET gue muestra el mismo patréﬁ cbsérvédqnenylos
ensayos para la selecciédn del mejor procedimietb de obtencién dei
extracto total soluble. . ‘

Otra forma de analizar si la concentracidén de proteina
empleada era suficiente, fué tifiendo fracciones del PNC después de
realizar la transferencia. Para ello se emplearon 2 procedimientos:
Tincién con Tinta India o con Amido-~Black (ver Material y Métodos).
La tincién de una tira de PNC permite corroborar que 1la
transferencia fué adecuada, de ahi gue resulte necesario elegir el
mejor protocolo.

En la Figura 10 se muestran los resultados obtenidos después
de tefnir una tira de 0.4 mm de ancho de cada una de las 3
diferentes concentraciones empleando por separado ambos protocolos
de tincion. Se observo claramente gue en la tira con la mayor
concentracién de proteina transferida (180 ug/cm), se logrd una
menor definicidén del patrén electroforético, independientemente del
procedimiento de tincion empleado.

Al comparar ambos protocolos de tincién, se observé que cuando
se empled Amido-Black para tehir las tiras con los marcadores de
peso molecular, se logrd una definicion adecuada; ésto no ocurrio
completamente en las tiras donde se encontraba transferida 1la
mezcla compleja de antigenos amibianos, para lo cual, el tenir con
Tinta India resultd adecuado.

Otro procedimiento para evaluar la concentracidn o6ptima de
proteina por transferir consistié en probar la reactividad de los
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FIGUR2Z 10. TINCION DEL PAPEL DE NITROCELULOSA TRANSFERIDO CON
EXTRACTO TOTAL SOLUBLE DE E.histolytica. Se probaron 2 protocolos
para tincién del PNC después de transferir diferentes
concentraciones del extracto total soluble amibiano a partir de un
gel de peoliacrilamida. 1)180 ug de proteina/cm de gel. 2)120 ug de
prot./cm de gel. 3) 60 pg de prot./cm de gel. A.B.) Protocoleo de
tincidén gue emplea Amido-Blanck. T.I.) Protocolo de tincidén que
emplea Tinta India. M) Marcadores de Peso Molecular tefiidos con
Amido-Black y expresados en XDa.
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antigenos transferidos. e PNC..con.sueros de’ humanos. que

presentaron diferentes’ clinicas -dé’ ‘amibiasis:

Asintomatico (carril 2), .2 . Intestinal (carril 3) y

Amibiasis Hepatica (carrilié;;aéi Eoﬁd el‘suero de un individuo
recién nacidot(carril 1) (Ver Figura 11). Estos sueros se emplearon
en dos condiciones de dilucién frente a cada concentracion: 1:50
(panel a) y 1:200 (panel b).

En la Figura 11 en los paneles Ia, IlIa y IIIa se muestran los
resultados al emplear estos sueros a una dilucidén 1:50. Se puede
observar una relacioén directamente proporcional entre el numero de
bandas que reaccionaron con los sueros y la concentracién de
proteina transferida en cada caso. De esta forma, la concentracioén
6ptima parece ser de 120 ug/cm ya gue a una menor concentracién (60
pg/cm) un menor numero de bandas logrd reconocerse. En el caso en
que se empled una mayor concentracién de proteina (180 ug/cm) el
nimero de bandas fué comparable al de la concentracién media (120
pg/cm) sin embargo se cobservé un fondo de reaccion alto, lo cual
resultdé en mala definicién de las proteinas separadas (Ver panel
I,carril 4a; panel II, carril 4a y panel II,carril 4a).

El andlisis del patrdn de reconocimientc de antigenos por
sueros diluidos 1:200 (ver Ib,IIb y IIIb) permitid observar una
menor reactividad frente a los antigenos amibianos cuando se
compara con la reactividad de los sueros diluidos 1:50.

Respecto a la reactividad mostrada por los diferentes sueros
analizados, se pudo observar gque el suero proveniente de un
individuo con amibiasis hepatica mostroé mayor reactividad al
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FIGURA 11. IDENTIFICACION DE ANTIGENOS DE E.HISTOLYTICA RECONOCIDOS
POR ANTICUERPOS DE PACIENTES ASINTOMATICOS DETERMINADOS POR IET. El
extracto soluble total de trofozoitos del parasito se obtuvo por
homogeneizacidn en presencia de pHMB. Los componentes de la mezcla
de proteinas se separaron por PAGE-SDS en gradiente 5-15% con B-
mercaptoetanol. La transferencia se realizé a PNC en tiras de 4 mm
de ancho en concentraciones de 60 ug/cm de gel (Panel I), 120 upg/cm
de gel (Panel II) y 180 pg/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 asintomd&tica (carril 2), paciente con
amibiasis intestinal (carril 3) y un paciente con amibiasis
hepatica (carril 4). En todos los casos, la reacciodn se reveld con
el conjugado de inmunoglobulinas de cabra anti-inmunoglobulinas
totales humanas acopladas a peroxidasa de rdbano. Los marcadores de
peso moleular se indican en kbDa.
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éompararlo con cualquiéra3~éé lbév otfés 2"estados’ clinicos de
ramibiasis, asi como con el suero éel individuo control. Al analizar
los sueros de pacientes con amibiasis intestinal, se observé una
baja reactividad réspecto a la detectada por el suero del paciente
con amibiasis asintomatica. Por otro lado, en ninguno de los casos
se observo reactividad con el suero del individuo recién nacido.

En relacién a las condiciones de transferencia, un voltaje
constante de 100 V (entre 200 y 500 mA) durante 2 h, permitié una
movilizacidén adecuada de las proteinas hacia el PNC, segun 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 mas 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 relacidén a la
reactividad del suero inmune. En el primer caso, se empled una
soluciodn que contiene albumina sérica bovina al 3% con Tritdn X-100
al 4% en PBS (Figura 12, panel A) y en el segundo caso una solucién
gue contiene leche descremada en polvo (Sveltes™) al 5% y Nonidet
P-40 al 0.1% en ASF (Figura 12, panel B). Cuando las muestras se
diluyeron en albumina sérica bovina se observd una alta reactividad
hacia varios componentes de E.higtolytica. Por el contrario, cuando
los sueros de humanos infectados con otros parasitos se diluyeron
en leche descremada en polvo al 5%~Nonidet P-40 en PBS, se observo
una marcada reduccion de reactividad no especifica hacia
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: componentes de E.histolytica.

El suero de individuos infectados con g.lémblié mostraron un
reconocimiento débil de 4 bandas de proteinas (carriles 5 y 6), en
tanto que el suero de un infectado con E.vermicularis (carril 10)
reacciond con otros 4 componentes de E.histolytica. El suero de un
individuo infectado con A.lumbricoides (carril 11) reconocio hasta
9 componentes del pardsito uno de 1los cuales (=70 kDa) fué

fuertemente reconocido. 'En el caso de los sueros de individuos

infectados con H.nana, uno mostrd una reaccidn débil (carxil 7), no
observandose ninguna reactividad en los sueros restantes (carril 8
Yy 9). Con respecto a los sueros control de un individuos no
infectado (carril 1), de un paciente portador asintomatico (carril
2), de un paciente con amibiasis intestinal aguda (carril 3) y de
un paciente con amibiasis hepdtica (carril 4) no se mostré fondo de
reactividad y los antigenos del parasito fueron especificamente
reconocidos al emplear leche en polvo descremada/Nonidet P-40 en
PBS.

Los resultados observados sugieren que el uso de 1leche
descremada se traduce en una reduccidén importante de reacciones
inespecificas, asi como del fondo de reactividad sin que se afecte

la actividad de los sueros control previamente empleados.
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7.6. 2Andlisis del patrén de reconocimiento de antigenos de
E.histolytica por los anticuerpecs presentes en el suero de

pacientes con infeccidén intestinal por otros parasitos.

Varios estudios han sugerido que la amibiasis en México se
presenta en las &reas gue son también endémicas para otras
enfermedades parasitarias del intestino. De esta forma, resulta
importante probar 1la reactividad gque muestran los sueros de
individuos infectados con otros parasitos diferentes a
E.histolvtica, frente a los antigenos de éste ultimo.

En estos ensayos, los patrcnes de reactividad de los sueros de
individuos con amibiasis sintomatica o asintomatica, ya mostrados
previamente en los ensayos de estandarizacion de la técnica de IET
se compararon con el patréon de reactividad de los sueros de
individuos no infectados (suero de individuos recién nacido o nifio
de 2 meses de edad), asi como con el patron de reactividad de los
sueros de individuos infectados con otros pardsitos.

En la Figura 12, panel A se muestran dichos patrones de
reactividad cuando los sueros se diluyen 1:50 en PBS con albumina
sérica bovina al 3% con Tritén X-100 al 4%; y en el panel B, el
patrén de reactividad frente a los atigenos de E.histolytica cuando
los sueros se diluyeron 1:50 en una solucion de PBS con leche
descremada en polvo al 5% y Nonidet P-40 al 0.1%. Se observo una
diferencia muy marcada en el patrén de reactividad hacia los
antigenos de E.histolytica dependiendo del diluyente empleado para
el suero.
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Cuando las muestras se.

al 4%, se observd una. mayor rea ios componentes

antigénicos del parasito (panel -A).:Por el contrario cuando los

sueros de humanos infectados coﬁ*dtfdszpéréSitos intestinales se
diluyeron con leche descremada eﬁrpolvq‘a} 5% con NP-40 en PBS se
observé una marcada reduccidén en las reacciones de tipo
inespecifico (panel B, carril 5-12). Esto no ocurrid con los sueros
de individuos dque presentaron algun tipc clinico de amibiasis
(Panel B tiras 2-4). El analisis individual de cada par de sueros
de individuos infectados con un tipo dado de pardasito intestinal,
mostrd que en el caso de los sueros de individuos infectados con el
parasito intestinal G.lamblia, el reconocimiento de componentes del
parasito E.histolytica se redujo a 4 bandas (Ver panel B, carril 5
Y 6). En uno de los sueros de individuos infectados con
E.vermicularis (panel B, carril 9 y 10) tambien se observoé reaccion
con s6lo 4 antigenos amibianos.

En el casc de los individuos infectados con el parasito
A.lumbricoides (panel B, carril 11 y 12), se llegaron a reconocer
hasta 9 componentes del parasito, 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 sdlo uno de

ellos mwostrdé una ligera reactividad <con componentes de
E.histolytica (panel B, carril 7 y 8).

La reactividad del suero del individuo no infectado,
considerado como control negativo (carril 1) prdcticamente fué nula
al diluir este suero en la soluciodn de 1ecﬁe descremada y Nonidet

-102-



P-40 en PBS (panel B).

En el caso de la reactividad mostrada por el suero de los
individuos con algun tipo clinico de amibiasis, el tratamiento del
suero con esta solucién, no produjo disminucién en el
reconocimiento de los componentes del parasito, aunqgue si hubo
mejoria en la definicion del patrén por la disminucidn del fondo en

las tiras de PNC.
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FIGURA 12 A y B. RECONOCIMIENTO DE ANTIGENOS DE E.histolytica POR
SUEROS DE INDIVIDUOS CON INFECCION POR OTROS PARASITOS
INTESTINALES. Los antigenos solubles de E.histolytica se obtuvieron
por homogeneizacidén en presencia de pHMB 10 mM y se separaron por
PAGE-SDS y se transfirieron a PNC en una concentracioén de 120 ug/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 asintomatica (carril
2), paciente con amibiasis intestinal (carril 3), paciente con
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amibiasis hepatica (carril 4), sueros de individuos infectados con
diferentes pardsitos 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. Analisis de los patrones de reconocimiento antigénico por
los sueros de pacientes con pardsitos de diferente

zimodemos.

Una vez estandarizada la técnica de IET se procedié a analizar
los sueros de individues cuyos parasitos recuperados de heces
mostraron un zimodemo definido como patédgeno o no patdgeno.
Inicialmente se determiné el titulec 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 gue correspondidé a individuos con parasitos de ZP y
otro que correspondié a sueros de individuos con parasitos de ZNP.
Estos se organizaron en funcién del titulo de IHA en el cual
resultaron positivos. E1 ordenamiento se hizo en forma ascendente
en funcién del titulo.

En la Figura 13 se muestran los patrones de reconocimiento de
antigenos de E.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 pardsitos aislados de
heces mostraron un ZNP. Los resultados del ensayo de IHA mostraron
gue un porcentaje muy alto de sueros en cada grupo presentaron un
titulo de dilucidén 1:16 con un 52 % en los ZP y 42 % en los ZNP.
Respecto al patron de reconocimiente de antigenos por IET se
observé que en una gran cantidad de antigenos son reconocidos por
estos sueros y se incluyen antigenos cuyos pesos moleculares vaﬁ de
10 hasta 165 kDa, en ambos tipos de zimodemo.
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FIGURA 13. ANALISIS POR INMUNOELECTROTRANSFERENCIA DE MUESTRAS
SERICAS DE INDIVIDUOS ASINTOMATICOS INFECTADOS CON E.histolytica DE
ZIMODEMO PATOGENO. lLas muestras séricas de individuos gue portaron
amibas cuyo zimodemo fué patdgeno (ZP) y con titulos de anticuerpo
determinados por IHA que van de negativo a 1:128 se probaron por
IET como se describidé en Material y Métodos. Las diluciones séricas
empleadas fueron de 1:25 para sueros con titulos de < 1:32 y 1:50
para titulos 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 Yy B. ANALISIS POR INMUNOELECTROTRANSFERENCIA DE
MUESTRAS BERICAS DE INDIVIDUOS ASINTOMATICOE INFECTADOS CON
E.histolytica DE ZIMODEMO NO PATOGENO. Las muestras séricas de
individuos que portan amibas con zimodemo no patégeno (ZNP) con
titulos de anticuerpo determinados por IHA con titulos de dilucidn
que van de negativo a 1:256 se probaron por IET como se describid
en Material y Métodos. Las diluciones séricas empleadas
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fueron de 1:25 para los sueros con titulos de IHA < 1:32 Yy 1:50
para titulos de IHA > 1:32. En el panel A se muestran los antigenos
de E.histolytica reconocidos por sueros con titulos de HAI > 1:16

el panel B incluye los antigenos reconocidos por sueros con
titulos 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 numero
de componentes reconocidos como en el tipo de proteina reconocida
por cada suero en particular, ademas 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 independientemnente del zimodemo.

Los sueros de los individuos cuyos parasitos en heces
presentan el 2ZP reconocieron los siguientes componentes del
pardsito mas frecuentemente: 118 (56%), el doblete 98-100 (52%), el
doblete 50-52 (36%) y en igual porcentaje el antigeno identificado
como de 65 kDa (36%).

Respecto a 1los componentes del pardsito reconocidos méas
frecuentemente por los sueros de individuos cuyos parasitos en
heces mostraron un ZNP, los antigenos de 165 (73%), el doblete 98-
100 (62%), el de 65 (56%) y el de 50 (60%) kDa fueron los mas
frecuentemente reconocidos.

Un analisis general de los componentes del parasito
reconocidos en estos ensayos independientemente del zimodemo
mostrado por los pardsitos recuperados de heces, indicod que 1los
antigenos cuyos pesos moleculares corresponden a 165 (61%), el
doblete 98-100 (59%) y el antigeno de 65 (50%) fueron los més
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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presenté reaccién con . los. antigenos de E.histolytica, mostraron
reactividad hacia varios componentes del parasito en este ensayo de
IET.

TABLA 4. FRECUENCIA EN EL RECONOCIMIENTO DE ANTIGENOS DE
E.histolytica EN ENSAYOS DE IET POR SUEROS DE PACIENTES
CON PARASITOS DE ZIMODEMO DETERMINADO.

. I Frecuencia® ! Frecuencial ' Frecuencia® ]
Mr (KDa) en ZNP (%) en ZP (%) total (%)

165 73 ' 36 61
9g(d) 62 52 : S Bg
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
E.histolytica mas frecuentemente reconocidos.

a: Porcentajes de los antigenos reconocidos por los sueros de
individuos cuyas amibas en heces muestran un ZNP.

b: Porcentaje de los antigenos reconccidos por los sueros de
individuos cuyas amibas en heces muestran un ZP.

c: Porcentaje de los antigenos reconocidos por los sueros de
individuos portadores asintomdticos sin considerar el
Zimodemo de la amiba que portan en intestino.
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DISCUSION.

La amibiasis se ha reconocido como factor - importante de
elevadas tasas de mortalidad y morbilidad en el munde, como lo
demuestran los datos gue 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 extraintestinales; cuando menos 40 mil muertes fueron
atribuidas a la amibiasis.

En nuestro pais, en una encuesta seroldogica en nifios 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 poblacidén urbana y 20%
en una poblacion semirural de la costa del Golfo de México.

Por algun tiempo se ha sabido gue una gran proporcion de
individuos infectados <c¢on el pardsito presentan amibiasis
asintomdtica. Las causas de que no se desarrolle la enfermedad aun
cuando el parasito se detecta en grandes cantidades en el huésped
no se conocen con detalle. Estas involucrarian tanto factores del
huésped como del parasito incluyendo en este 1ltimo caso 1la
patogenicidad de los organismos infectantes. En relacidn con este
aspecto, el estudio de la respuesta inmune en el huésped infectado
y su relacién con el estado clinico del paciente y el Zimodemo de
las amibas presentes en heces de individuos portadores
asintomaticos puede aportar informaciodn respecto a la evelucidn y
comportamiento de tales individuos. Estos aspectos se abordaron en
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este estudio  consi

..infectantes se

;patogeniciéad de a§ﬁe;aQ 
1980b) . :

Asi, en ei trabaijo realiZado'énlesfa'tesis, de 2048 individuos
encuestados se seleccionaron 80, considerando gque 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 recuperacién de los
trofozoitos y realizar la determinacion del patroén isocenzimatico
para caracterizacion 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 aguellos observados en la determinacién del patrén
de antigenos de E.histolytica reconocido por los sueros de estos
pacientes con la técnica de Inmunocelectrotransferencia.

La determinacidén del Zimodemo fué la base gue establecio el
numero total de muestras por estudiar. Esto se debidé a que en una
proporcion de las mismas, en las cuales se lograron cultivar
trofozoitos, el patrén isocenzimatico no pudo clasificarse
considerando los criterios propuestos por Sargeaunt (Ver Tabla 2)
y otra proporcioén de casos (370, 21%) a pesar de que se demostro la
presencia del pardsito en heces, no se logroé su cultivo en el medio
de Robinson (270, 65.4%) (Martinez-Garcia y col, 19%90a y b). En
relacién a estas observaciones, se han reportado datos similares en
otros estudios donde el rendimiento del cultivo de heces para la
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;éégpe#acién de trofozoitos ésrﬁajb.‘”fi,:ﬁagﬂsqp i §§1;(
‘reportan qgue de 291 casos, en el 71%;n6 se{récupéraién ﬁrbszéitdé
de las heces cultivadas. ‘

Respecto a la frecuencia del tipo de amiba recuperada de las
heces de los individuos en este estudio, se encontré que el 31% (25
casos) correspondieron a ZP y el 69% (55 casos) a ZNP (Tabla 2).
Por su parte Jackson y cbl (1985), reportan que en 88 muestras de
la poblacidén de Sud-Africa, se logrd el cultivo de trofozoitos en
medio de Robinson, siendo 37.5% (33 casos) ZNP y 62.5% (55 casos)
ZP, datos gque resultan diferentes a lo encontrado para nuestra
poblacidén. En un estudio en nifnos de la Ciudad de México, hecho por
Jiménez y col (1982) se mostrd que de 100 muestras de heces
analizadas, 80 (80%) fueron ZNP y 20 (20%) 2ZP, estos ultimos
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 E.histolytica
obtenidas de 3 areas de México (seleccionadas por la facilidad de
obtencidn), encontraron que 99 muestras (86%) fueron ZNP y 16 (14%)
ZP, relacionadas estas con sintomatologia intestinal. En otro
trabajo de los mismos autores (1984) gue incluyé 54 individuos de
diferentes ciudades de la India se encontrd que 26 casos (48%)
fueron ZNP y 28 (52%) 2P, correspondiente al tipo XIV.

Estas diferencias de comportamiento en 1la frecuencia de
Zimodemo podria encontrar explicacion en lo propuesto por Sargeaunt
respecto a la distribucidn por regidn geogrdfica de los diferentes
tipos de zimodemo (1984).
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Respecto al’ tipo de! zlmodemo 1dent1f cado

cultivadas de las heces de 1nd1v1duos en: este‘estudlo, el 51moéem¢i;J
mas frecuentemente identificado fue el VIII (25 casos, éé%jféﬁe
aungue Jiménez y ‘col 1lo reportan en 1982 y Sargeaunt y col én
1982b, en una revisidén del tema el mismo Sargeaunt no lo menciona
para nuestro pais (1984 y 1988). Posteriormente se identificé al
Zimodemo IIT (8 casos, 14.54%) gque estd reportado comoc el mas
frecuentemente reconocido junto con el I en nuestro pais
(Sargeaunt, 1988). Los 2zimodemos 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 pais, 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 pais por otros autores. Con 2 casos
cada uno, estén los zimodemos VII, I y X (3.63%) y finalmente el
zimodemo XVIII. Este ultimo no habia sido reportado para México. De
manera interesante se observo que la mayoria de las muestras de ZP
(20 de 25, 80%) son consideradas de 2P porgue cumple con los
criterios establecidos por Sargeaunt, aungue no presentan similitud
con ninguno de los zimodemos descritos hasta ahora (Ver Tabla 1).

Una posible explicacidén a este hecho se basaria en las
variaciones observadas en el patrdn de las enzimas GPI y PGM por la
migracién de las bandas 7 y §, lo cual como propone Blanc y col
(1991) depende de la concentracion de almidén 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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"kha"llazgo ‘en nuestro pais de los Zimodemos I-III, V, VII, VIII y X.
En otro trabajo de Sargeaunt (1984) se analizé la distribucién
geografica de los zimodemos en el Mundo y reporta los siguientes
para México: I-VII, IX, X, XII y XIII. En un trabajo de
recopilacién el mismo autor (1988), los zimodemos considerados
propios de nuestro pais son: I, II, II a-, III é-, IV-VII, IX, X,
XIT y XIII. De esto resulta gque los zimodemos gque no han sido
reportados para nuestro ‘pais son los tipos XVII, XVIII y el tipo
VIII que aungue fué reportado por Jiménez y col (1982) para nuestro
pals, en el trabajo de revision de Sargeaunt (1988), no lo refiere.
En el andlisis respecto a los Zimodemos, se debe considerar
que la poblacién estudiada es de individuos portadores
asintomdticos y de manera sobresaliente se observd gque el 31%
portaba amibas de 2ZP. Estos datos no muestran relacion con 1lo
reportado por Gathiram y col (1985) gque muestran que el 90% de
portadores asintomdticos presentan amibas no patdgenas y sélo un
10% presenta caracteristicas de corrimiento electroforético de
isoenzimas correspondiente a ZP. Esto puede deberse a que se
presenta multiformidad en los 2zimodemos determinados en 1los
trofozoitos recuperados de heces de individuos de nuestro pais como
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 zimodemo XX (Sargeaunt, 1985).
Otra explicacidn se basaria en la posibilidad de gque nuestros casos
hubieran sido detectados en el inicio de la enfermedad puesto due
el estudio es transversal, o bien gque el patrdén isocenzimatico
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'determinado para las amibas recuperadas de sus hecesr no seé
répresentativo del caracter patégeno de la amiba (Sargeaunt,
1987,1988) pues como se cohoce, las enzimas que se valoran no
participan en mecanismos de patogenicidad. Por otro lado, existen
trabajos de Mirelman (1986a y 1986b) Yy Andrews y col (1990) donde
reportan la inestabilidad de este patrédn de caracterizacidén de
patogenicidad de amibas consideradas no patdgenas ante el reto con
microbiota proveniente de amibas patodgenas.

En nuestro estudio, la respuesta inmunologica se valoro
mediante la técnica de IHA, la cual se seleccioné por su alta
estabilidad y reproducibilidad (Sepulveda, 1971, 1972). En.este, 11
casos (13.75%) de 1los 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 con titulos iguales o mayores a 1:128, titulo
considerado para determinar existencia de amibiasis invasora
reciente o activa (Kessel y col, 1965; Garcia-Rosales y col, 1986).
El estado clinico de todos 1los individuos estudiados en este
trabajo fué de portadores asintomdticos al momento de recuperar
muestras y por antecedentes clinico-epidemioldgicos, lo cual nos
sugiere la necesidad de un sequimiento de los mismos en un estudio
longitudinal. Datos similares a los nuestros fueron reportados por
Gathiram y col (1985) gquienes demostraron en un estudio hecho en
una  poblacion rural de Africa gue el 10% de los individuos
portadores asintomdaticos presentan anticuerpos antiamibianos
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‘circulantes, aunque las amibas recupérédé;'éé éétbs individuocs
‘portadores asintomaticos fueron en un: 10% jde -caracteristicas
patogenas y en un 21% de estos individuos con amibas de ZP hubo
positividad serolégica, datos gque difieren de los nuestros.

El comportamiento seroldégico de los individuos estudiados
podria ser explicado por la presencia de anticuerpos de memoria
como resultado de una infeccion amibiana pasada; los reportes de
Healy (1970), Juniper (1972) y Patterson (1980) mostraron que los
anticuerpos de memoria contra E.histolytica perduran hasta 11 afios
después de iniciada la infeccidn.

Por otro lado, se ha demostrado gque los sueros inmunes son
capaces de causar la muerte a los trofozoitos mediante 1la
activacioén del complemento, sin embargo, no hay evidencia de que el
titulo de anticuerpos tenga correlacién con el curso clinico de la
enfermedad (Krupp y col, 1971b, Trissl, 1982; Mufoz y col, 1986).
Ademds, existen evidencias in vitro de gue las amibas pueden evadir
la accion de los anticuerpos mediante su redistribucién en membrana
(Aust-Kettis, 1978; cCalderdn, 1980, 1986). De esta forma se
cuestiona si este tipo de respuesta inmune puede contribuir a
limitar la invasidén del pardsito o si es responsable de algun tipo
de resistencia adquirida evitando que se presente recurrencia de la
enfermedad. A la fecha no se han presentado datos dgue permitan
aclarar estos hechos.

Para entender la relevancia de la respuesta imune en amibiasis
se requiere de una clara definicién de 1los antigenos que son
reconocidos durante la interaccidén del parasito con su huésped
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durante la infeccién. Los primeros estudios resultan de dificil
interpretacién debido al cultivo no axénico de los parasitos
empleados para la elaboracién de tales antigenos, por la presencia
de material contaminante de bacterias o parasitos (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 mayoria de los antigenos para serodiagnéstico en los udltimos
afios se han hecho de trofozoitos cosechados en medio axénico de
Diamond, metodologia que se sugirié para el cultivo de la cepa HM-
1:IMSS gque fué empleada en este trabajo.

Numerosos autores han reportado varios procedimientos para la
preparacidén de antigenos gue incluye tratamiento de la muestra por
sonicacién (Thompson y col, 1968; Krupp, 1974, 1977; Chang y col,
1979; Sanchez-Nereida y col, 1978; Sawvhney y col, 1980) o por
homogeneizacién (Ali~Khan y col, 1970a y b; Aust-Kettis y col,
1983).

La decisién de emplear un antigeno de extracto total soluble
se basa en lo reportado por Aust-Kettis y col (1983) respecto a la
presencia de un gran numero de componentes en el extracto soluble
total de diversos pesos moleculares con actividad inmunogénica. Por
otro lado, para minimizar la actividad endoégena de proteasas se
incluyo el empleo de diferentes inhibidores de proteasas, por lo
cual se aplicaron 5 métodos diferentes. Los procedimientos
empleados en este estudic se basaron en lo reportado por otros
autores difiriendo sustancialmente en el tipo de inhibidores
empleados y en el tratamiento de los trofozoitos. De acuerdo a lo
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reportado por Parkhouse y col (1978) y Mathews y col.(1986f,'giif

enpleoc de los inhibidores de proteasas es necesario para conservar,”

la integridad de los componentes antigénicos del parasito 'y a1i "7

parecer es la mezcla de varios de ellos la gue con mas frecuencia:' =

emplean otros autores (Meza y col, 1986; Petri y col,. 1987;¥
Rosales-Encina y col, 1987; Joyce y col, 1988). 7

El sitio de accién del inhibidor dependiendo del tipo de
proteina ha sido reportado por otros autores (Neal, 1960; Mc
Laughlin y col, 1977; McGowan y col, 1982; Lushbaugh y col, 1984;
Avila y col, 1985). Asi, en un estudio sobre proteinasas de
E.histolytica, Peérez-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 emplec de pHMB (Inhibidor de protein-cisteinasa)
resulté en un 92% de inhibicion del efecto catalitico del extracto
total de amibas. Esta observacion puede explicar el hecho de gue el
PHMB resultd suficiente para impedir la lisis del extracto total
soluble obtenido de cultivo axénico. Como antecedente, Calderdn y
col (1986) reportaron el empleo de unicamente pHMB como inhibidor
de proteinasas para E.histolvtica en sustitucién al PMSF empleado
en otros estudios. Por otro lado, el empleo de este inhibidor de
proteinasas de serina pudo no haber tenidoc un efecto marcado puesto
gue como lo reporta Pérez-Monfort (1987) éste es util solamente
cuando se emplea a concentracion de 2 mM y no a menos come en
nuestro caso (1 mM).

Respecto al tipo de tratamiento aplicado al extracto amibiano,
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esto es homogeneizacion o ebullicidén, se compararon los patrones
antigénicos de las fracciones solubles e insolubles obtenidas en
cada caso. Independientemente del sistema de PAGE-SDS empleado
(concentracién coﬁstante al 10% o en gradiente 5-15%), se pudo
observar en términos generales que la homogeneizacién fué mejor ya
que no se observo degradacion de los componentes protéicos segun se
aprecia en el analisis electroforético de las fracciones obtenidas
(Fig 8 y 9); ademds 'de que por el numero de componentes
recuperados, se obtuvo un mayor numero de bandas de proteinas
después de aplicar el tratamiento por homogeneizacién. Asi, por
ejemplo, se contaron 38 bandas en la fraccidén soluble obtenida
después de tratamiento por homogeneizacion y pHMB, en tanto gue
s6lo se contaron 20 bandas cuando se tratdé la fraccién soluble
obtenida después del tratamiento en presencia del mismo inhibidor,
pero por ebulliciodn.

El tratamiento por calentamiento o ebullicion de la suspension
celular dié como resultado un rendimiento particularmente bajo en
las proteinas recuperadas, ésto se debe probablemente, a la
precipitacion de material desnaturalizado y guiza al incremento en
la actividad proteolitica en 1los extractos sometidos a este
tratamiento como ya ha sido reportado en la literatura (Kobiler y
col, 1980}).

Respecto al procedimiento de extraccion de proteinas con acido
acético, se decidid probar el procedimiento descrito por Fraenkel-
conrat (1957), aplicado en nuestro laboratorio para la obtencidn de
componentes del parasito Giardia sp. El extracto‘soluble total

-122-



obtenido se compardé con los otros patrones que difirieron en el
tratamiento aplicado y se observd un patrén similar tanto en el
nimero de bandas como en la definicidn del mismo. La decisién de no
emplearlo se basd en el bajo rendimiento neto de proteina por
millon de parasitos (0.2 ng de proteina por millon de amibas). Este
hecho puede explicarse por la precipitacién de proteinas que se
desnaturalizan, las cuales parecen localizarse en la fraccidn
insoluble recuperada después del tratamiento. Por otro lado, este
procedimiento empled 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 minima de proteinas a excepcidn del extracto soluble
obtenido al tratar los antigenos por ebulliciodn frente a una mezcla
de inhibidores de proteasas. Este procedimiento empled como parte
de la solucién de tratamiento Tritén X-100 al 5%. Esto resulta
importante ya que Triton X-100 cuando sobrepasa su concentracion
micelar de 0.24 mM, como en nuestro caso gue se emplea al 5% (7.74
mM), impide o altera el desplazamiento libre de las proteinas del -
complejo de antigenos por solubilizar (Helenius y col, 1975) . Una
desventaja mas del empleo del Triton X-100 a dicha concentracion
es la alteracién en el patrdédn electroforético observado por una
distorsioén en la base del carril (datos no mostrados).

El analisis 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 concentracidon constante del 10% o bien en
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gradiénte 5-15%.

" En este trabajo los resultados obtenidos sugieren que el
sistema en gradiente ofrece mas ventajas para analizar el numero de
componentes antigénicos de E.histolytica ya que la resolucién
observada fué mayor en todos los casos independientemente del
tratamiento aplicado a 1la mezcla de antigenos de las amibas. Por
ejemplo si se analiza el numero de componentes gue se aprecian en
el caso de emplear pHMB'y homogeneizacién en ambos sistemas, se
tiene que en el primero (a concentracién constante) se cuentan 28
bandas en tanto gue en gradiente se pueden contar hasta 38 bandas
y este mismo fendémeno se aprecia en todos los casos.

Respecto al numero de bandas determinadas, ésto podria ser
explicado considerando gue el tamiz molecular en gradiente tiene
una mayor diversidad de poros gque permiten diferenciar mas
moléculas por su tamafio y peso, Yy en el caso a concentracidn
constante, ésto constituye una limitante.

En la literatura, se reporta el empleo de sistemas PAGE-SDS a
concentracion constante (Petri y col, 1987; Rosales-Encina y col,
1987; Joyce y col, 1988}, para el estudio de la composicion
proteica de E.histolytica. Por su parte Aley y col (1980) y Mathews
y col (1986) emplean sistemas en dradiente (5-15% y 3-25%
respectivamente) con 1la finalidad de obtener componentes de
membrana y fracciones solubles de peso molecular bajo. A pesar de
gue ambos autores emplearon gradientes, no podemos establecer una
comparacion con nuestros resultados ya gue en estos trabajos se
obtienen extractos de antigenos amibianos diferentes a los de
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nosotros.

Joyce y cel (1988) emplearon poliacrilamida al 12% a
concentracidén constante y reportaron un total de 30 bandas; lo cual
al compararlo con 1o obtenido en este estudio con el mejor método,
esto es pHMB y homogeneizacidn, y sistema de PAGE-SDS en gradiente,
se obtuvieron hasta 38 bandas en la fraccién soluble, lo cual apoya
la desicidn de utilizar este método y estas condiciones de
separacién. La definicion observada de las bandas’ de proteinas
separadas en este sistema de gradiente presenta ventajas comparado
con la resolucidén observada en el sistema a concentracién
constante, como también observaron Parkhouse y col (1978) al
comparar un sistema a concentracion constante (10%) con uno en
gradiente (8-18%).

Los resultados obtenidos en su conjunto, enfatizan 1la
necesidad de seleccionar un procedimiento. stdndar para 1la
preparacion de extractos de antigenos de amiba gque tengan como
objetivo ser empleados en pruebas o procedimientos seroldgicos.
Observaciones similares respecto a la variacién del rendimiento de
proteinas y el perfil antigénico de extractos del parasito, se
obtuvo al emplear diferentes metodologias en la obtencion vy
analisis de antigenos de Trichinella spiralis (Barriga, 1981) y en
el andlisis de antigenos de superficie de Trypanosoma gruzi
(Schechter y col, 1988).

Otro aspecto por considerar fué 1la estabilidad de la
preparacién antigénica al almacenarse a  temperaturas de
congelacion. Bisicamente todos los extractos del pardasito empleados

-125-



en este estudio fueron estables dentrd;défunkpériodo de72 o3 meses‘
Euando se probd por anélisis'eleééfbéﬁ?éﬁico‘(détos que no se.
muestran).

En base al rendimiento de proféina, alrpatrén electroforético
observado y a la facilidad de desarrollar el procedimiento, asi
como a la estabilidad de los extractos totales solubles obtenidos
al tratar por homogeneizacién a los trofozoitos de E.histolytica en
soluciones gue contenian’ pHMB 10 mM, se decidid emplearlos en los
ensayos para estandarizacién de 1la técnica de Inmunoelectro
transferencia. El primer punto fué establecer la cantidad adecuada
de proteina por transferir al papel de nitrocelulosa empleado. Para
ello se considerd una cantidad promedio de 80 ug de proteina por
pozo, sabiendo que el pozo mide 0.65 cm, de ahi que resultd 60 ug
por cm de ancho del pozo y se tomaron valores miltiplos por arriba
y abajo de dicha cantidad. La decision de usar 60 ug por cm se basod
en la experiencia con otros medelos de parasitos como es G.lamblia
(Argﬁelld y col, comunicacién personal) y Trichomonas vaginalis
{(Garber y col, 1986).

Las condiciones ¢éptimas 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. El1 empleo de estas
condiciones redujo el tiempo para la transferencia de las proteinas
en comparacion con otros protocolos donde se emplean periocdos de
tiempo mayores de hasta 6 horas o toda la noche, aplicando 30 V
(Rosales-Encina y col, 1987).

Con respecto al blogqueo de la reaccidn inespecific; o reaccién
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‘cruzada, el empleo de leche descremada en polvo (Sveltes “) en el
diluyente del primer anticuerpo, dié mejores resultados al
compararlo con la solucién que contenia albumina sérica bovina
(BSA) al 3%, pues'se pudo apreciar una gran reduccién en el fondo
de reactividad inespecifica (fig. 13). En forma similar Petri y col
(1987) emplearon leche descremada en polvo y aungue 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
informacidén respecto a la selectividad de los anticuerpos para
reaccionar con los antigenos de E.histolytica. Coral-vVazquez (1990)
empled leche descremada en el ensayo de IET para antigenos de
Q.lamblia y observd una marcada reduccioén 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 comparacién con el de la BSA.

Otro aspecto que debe tomarse en cuenta, es el hecho de que en
areas endémicas, los individuos se encuentran parasitados por mas
de un pardsito intestinal. Por 1lo cual se decidid probar la
reactividad gque 1los sueros de pacientes con otros pardsitos
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 observd una reaccién débil hacia componentes
del parasito asi como una clara reduccion de la reactividad
inespecifica con el empleo del segundoc diluyente al reaccionar los
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sueros de pacientes conf‘uhifpéféSitp “en 'intestinq diferente a
E.histolytica: 4 bandas en el caso de G.lamblia y Enterobius

vermicularis, 9 bandas en el caso de Ascaris lumbricoides y un

reconocimiento muy débil en el caso de Hymenolepis nana. Esto

podria ser explicado por la existencia de epitopes de reacbién
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 E.histolytica
previo al seguimiento y por lo tanto, los resultados obtenidos
podrian explicarse como una respuesta inmune de memoria.

Con este ensayo, resulté evidente gque el emplec de leche
descremada en polvo en la solucidn para diluir el primer anticuerpo
fué un ingrediente criticeo para disminuir el fondo y la reactividad
inespecifica en estos ensayos de IET asi comeo la reactividad
cruzada.

Para establecer el patron de reconocimiento antigénico por los
suero de los individuos portadores asintomdticos, se analizaron
primeramente sueros de individuos con diferentes manifestaciones
clinicas de amibiasis. La reactividad observada fué mayor en
intensidad y numero en los casos de individuos con amibiasis
hepatica. Las muestras séricas de individuos con amibiasis
asintomdtica o intestinal, sin embargo, también reaccionaron con
varios antigenos del parasito, resultando patrenes de
reconocimiento cualitativa y cuantitativamente distintos, aungque
estas diferencias no permitieron establecer un patrén propio para
cada forma clinica de enfermedad.
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al ahai;zar los 80 sueros de los individuos incluidos en este
estudio,‘el andlisis de la reactividad de las muestras séricas
hacia los antigenos de E.histolytica mostro reconocimiento hacia
varios componenteé del parasito aun en los casos con titulos de IHA
considerados negativos por abajo de la dilucién 1:8. Los patrones
obsexrvados no tuvieron correlacion con el titulo de anticuerpos
determinado por IHA ni con el zimodemo determinado en los pardsitos
recuperados de las heces de estos individuos.

Aungue hubo variabilidad en estos patrones de reconocimiento
entre cada muestra sérica en particular, algunos componentes del
pardsito fueron reconocidos mas frecuentemente por los anticuerpos
inducidos en los individuos analizados en este estudio. En estos se
incluyen los antigenos de 165, 119, 98-100, 65 y S0~52 kDa. Aungue
no se observan diferencias importantes entre el numero de
individuos gue reconoce cada uno de estos antigenos, en forma
general se puede apreciar que el antigeno de 165 kDa (Ver Tabla 4)
fué reconocido en una proporcién alta de los sueros analizados
(61%). Este antigeno puede ser similar a la lectina de adherencia
inhibible con Gal/GalNAc de E.histolytica previamente reportada por
Petri (1987) como una proteina de 170 kba, siendo 1la mas
frecuentemente reconocida por una mezcla de sueros de pacientes con
amibiasis hepdtica. Asimismo, Calderdn y col (1986) reportan una
reactividad semejante hacia la proteina de 165 kDa por suero de
conejos inmunizados con trofozoitos vivos de E.histolytica. Por su
parte Ravdin (1988) en un seguimiento a individuos que cursaban con
amibiasis Bepética demostré que entre los antigenos mas frecuente
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'y constantemente reconocidos se encontraba la proteiné de 170 kﬁa..

Por otro lado, el grupo de Torian y col (1987, 1990)
identificaron un antigeno de superficie de 96 kDa el cual fue
especifico para E.histolytica pero no para otras especies de
protozoos o amibas, ademas de que parece ser especificamente
reconocido por sueros de pacientes con amibiasis hepatica. Ademas,
se identificod esta proteina en el ligquido de absceso hepatico con
la técnica de ELISA y pér inmunoprecipitacién, por lo que parece
resultar util como diagnéstico para la busqueda de este antigeno o
de anticuerpos dirigidos contra esta proteina. Esta proteina podria
corresponder a la proteina de 98-100 kDa identificada en este
trabajo. Otra molécula gque ha sido reportada por su participacién
en los fendmenos de adherencia, al igual que la proteina de 170
kDa, es la proteina de 112 kDa por Arroyo Yy col (1986) y Orozco y
col (1987) cuyo anticuerpo monoclonal inhibe en mas del 50% la
adherencia del parasito. Esta proteina podria corresponder al
antigeno de 119 kDa reconocida mas frecuentemente por el grupo de
individuos cuyas amibas son de ZNP.

Finalmente, el hecho de que individuos portadores
asintomdticos provenientes de una comunidad endémica para amibiasis
reconozcan proteinas que participan ya sea como lectinas de
adhesidn o bien sean antigenos de memoria especificos determinados
en individuos con amibiasis clinica, resulta interesante pues ello
podria significar gque estas proteinas inducen una memoria
prolongada en el huésped, por lo que serian buenos candidatos para
la elaboracion de un procedimiento de proteccion contra la
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enfermedad.

Los datos aqui obtenidos, aportan. en primer lugar un
procedimiento inmunolégico para valoracioén de la respuesta inmune
con reconocimiento especifico de componentes antigénicos del
parasito, colaborando con los métodos dirigidos a la produccion de
una vacuna o antigenos purificados para procedimientos de
diagndstico; por otro lado, la identificacidén de componentes del
parasito que participan én fendmenos tan importantes como lo es la
adhesioén a la célula del huésped por un grupo de individuos
identificados como portadores asintomaticos en base a su esﬁado
clinico, abre un capitulo mas respecto a la participacidén de tales
antigenos como de memoria o bién predominantemente antigénicos.

Esto nos conduce a la necesidad de sugerir, el desarrollar
otros estudios donde se comparen los diferentes parametros de
evaluacién de la relacidén huésped-E.histolytica agqui empleados,
pero en forma longitudinal, para asi determinar si el parasito de
ZP recuperado de las heces de portadores asintomaticos es de
reciente adquisicioén y si los individuos estudiados desarrollaran

el cuadro clinico correspondiente.
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9. CONCLUSIONES
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CONCLUSIONES

Los titulos de anticuerpos determinados por Hemaglutinacién
Indirecta en individuos portadores asintomaticos no tuvieron
relacién con el tipo de Zimodemo determinado en los

parasitos recuperados de sus heces

En el grupo de . portadores -asintomdticos estudiados, ‘los
patrones de reconocimiento de antigenos de Entamoeba
histolytica determinados por Inmunoelectrotransferencia, no
tuvieron relacién con el titulo de Hemaglutinacidn ni con el

Zimodemo identificado

No se observé un patrén de reconocimiento antigénico
caracteristico determinado por. Inmunoelectrotransferencia
por sueros de individuos cuyos parasitos tuvieron Zimodemo
patégeno y no patdégeno, por 1lo que la reactividad
inmunolégica detectada en los portadores asintomdticos puede
estar mas en relacidén con la experiencia previa del sujeto
con el parasito gue con el estado de portador
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Los ‘antigenos de 165, 98~-100, 65 y 50-52 kDa fueron
reconocidos con alta frecuencia independientemente del
Zimodemo de los parasitos analizadog. El antigeno de 165 kDa
fue reconocido con mas frecuencia en individuos con
pardsitos de Zimodemo no patégeno en tanto que el de 119 kDa
lo reconocieron los individuos con pardsitos de Zimodemo

patégeno.
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ANEXO # I

SOLUCIONES PARA ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRILAMIDA CON
DODECIL SULFATOC DE SODIO Y BETA-MERCAPTOETANOL.

A) BUFFER PARA EL GEL CONCENTRADOR 8X (BGC 8X)
Trizma base 2 M PH 6.8 . .vuuerererevosnsonsessssail
SDS 81 20% ceriiiirenranornannns fee s e e nan [P

Agua bidestilada estéril c.b.p. cveestvaressii

.

B) BUFFER PARA EL GEL ESPACIADOR 5X (BGE 5X)

Trizma base 2 M Ph 8.8 .....iecereeennnrnnn PR
SDS AL 20% ceivecenssssstssssssnsessansassass
Agua bidestilada estéril c.b.p. ..... Cas

C) SOLUCION DE ACRILAMIDA/BISACRILAMIDA ‘0.
ACrilamida ceceiereavervsnoronsarsinanons
N-N'-metilen-bis-acrilamida .........:.. :
Agua bidestilada estéril c.b.p. «..veavne
Gllcerol ............................ .o

D) INICIADOR DE LA POLIMERIZACION ACRILAMIDA/BIS-ACRILAMIDA

Persulfato de amonio (PAS)....ccevueeson e s e e e 10%
Agua bidestilada estéril c.b.p. veeeeir e s el eees s aias e s s 100 ML
NOTA:

- La acrilamida y bis-acrilamida son neurotodxicas. Evitar el
contacto con la piel asi como la inhalacién del polvo. Usar
guantes y nunca pipetear con la boca.

- El SDS al 20% no debe guardarse a 4°C porgue precipita.

- El beta-mercaptoetanol puede afjadirse o no en una proporcién
de 1.25 ml para este caso. Nosotros se lo ahadimos justo
antes de cargar la muestra en el carril.

- Una mezcla de azul de bromofenol, como <¢nlorante con
glicerol puede ir incluida en la preparacidén del buffer.
Nosotros la tenemos aparte y se afade al preparar la muestra
por analizar.
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ANEXO # II A

PREPARACION DE PAGE-SDS EN GRADIENTE DEL 5= 15%
GEL ESPACIADOR

Para un gel plano 5% } 15%

VOL. TOTAL 30.00 ml

BGE 5X

L3040 ml

AGUA BID.EST.

ACRIL-BISACRIL

TEMED

PAS 10%

ANEXO # II B

PREPARACION DE PAGE-SDS EN GRADIENTE DEL 5-15%
GEL CONCENTRADOR

Para un gel plano 5%

VOL.TOTAL

BGC 8X

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 sélo se prepara la cantidad deseada segun el numero de
geles por preparar y se ahade con ayuda de un embudo con punta.
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ANEXO # III‘AV

PREPARACION DE PAGE-SDS AL 10%
GEL ESPACIADOR

Para un gel plano

vVol. total

Acrilamida 30%

Bisacrilamida 2%

Tris-base pH 8.8 1M

SDS 20%

Agua bidestilada estéril:

TEMED

PAS 10%

ANEXO # III B

PREPARACION DE PAGE-SDS AL 10% .
GEI, CONCENTRADOR

Para un gel plano

Vol. total

$10:00 ml -

Acrilamida 30%

Bisacrilamida 2%

Tris-base pH 6.8 1M

SDS 20%

Agua bidestilada estéril &

TEMED

PAS 10%




ANEXO # IV

BUFFER BOLUBILIZADOR DE MUESTRA 5X (Para PAGE-5DS)

Trizma base 2M Ph 6.8 ..iveeeevencssnocerassnnsonsianrass’ 0.78 ml
SDS 81 20% +ivtntetncnrinttosetrionancntessisiesisres i 2,50 ml
GliCeroOl ..viiioeronsnesecsvassssosssnnassassesansanssses 0,97 ml
Agua bidestilada estéril C.b.P. teieveerontvinansesininini 5,00 ml

ANEXO # V

AMORTIGUADOR DE ELECTROFORESIS B8TOCK 10X o
- 30.20 g

Trizma base ............Z.............;, :
Glicina ....... s e s s e . .'144.10 g
Agua bldestllada ester11 C.bipP. coiiann i 800.00 ml

Ajustar pH 8.3 !
SDS @l 20% ¢ v evennosanonsanssonsanis
Agua bidestilada estéril c.b.p. ..

c:o 50.00 ml
1+1000.00 ml

NOTA: Para correr la electroforesis:se usa’ como stock "1X

ANEXO # VI

SOLUCION DE TINCION PARA GELES DE POLIACRILAMIDA
(AZUL DE COOMASSIE) . R e

Metanol ...eeeivnrinnnninnsaas . e BE . LR 50% (v/v)
Acido acético .......... e : . 10% (v/v)
Azul de Coomassie R-250 .......
Agua bidestilada estéril c.b.p:

NOTA: Se debe filtrarla soluc1on antes_de usarla Y sutiliza
hasta 8-10 veces. S

ANEXO # VII

SOLUCION DE DESTINCION (ALTO METANOL)

Metanol ......... G e et ae e e e
Acido acético ........c.. cecas . ;
Agua bidestilada estéril c.b. p.

NOTA: Esta solucidén para poder reutlllzarse se filtra en carbén
activado B
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ANEXO # VIII

PREPARACION DEL AMORTIGUADOR SOLUBILIZADOR DE MUESTRA 2X
PARA UN GEL PREPARATIVO PARA INMUNOELECTROTRANSFERENCIA

Trizma base ..ciivevvecesscnncasns J O 1.512 g
Glicerol ...ieeeveeesnaorsosnescasnsesnssasses 20.00 ml
Rojo de fenol o pironina .....v..iclenienn. 2.00 mg
Agua destilada c.b.p. ........ Veereveesesess 60.00 ml

Ajustar el pH a 6.8
SDS @l 20% tevuererncanraraniotenaniaaaneae. 2,00 ml
Agua destilada C.b.P. tetesuiscrsorisonasseas 100.00 ml

NOTA: Este amortiguador se emplea a 1X para ello se diluye volumen
a volumen con la muestra por separar en el sistema de PAGE

ANEXO # IX A

AMORTIGUADOR PARA TRANSFERENCIA DE PROTEINAS 8X

Trizma base ...coceun. eree 0.200M L.vvineenness 12,110 g
Glicina ..... et 1.536 M .ve..ioeuev-.. 57.680 g
AgUua C.b.DP. teceeneriaannans teeeeneesesenasenn 500.000 ml

ANEXO # IX B

AMORTIGUADOR PARA TRANSFERENCIA DE PROTEINAS 1X
(solucidn de trabajo)

Amortiguador 8X ..... A P -1 s [ B S
Metanol e.e.iivecineconestrecasnrssssssnssanasses 800 ml
agua bidestilada ........c0heen.n. e e e . 2700 ml

NOTA: Se puede reutilizar hasta 4 veces. Se recomienda almacenar a
-20°C una noche antes de emplearlo para asi 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 NiTROéELULOSA
A) Con Negro Amido (Amido Black) 6 :Negro de Azul de Naftol:

Solucidn Negro de Amido . .
Negro de amido ........ el
Metanol ......... ceeeea

Aclido acético ...t
Agua destilada c.b.p. ....

Solucidn de destincion
Metanol ...scseevensansas
Acido acético ....... el
Agua bidestilada c.b.p.. .

Procedimiento
1. Tefiir el papel de nltrocelulo
constante

2. Destehir con la solucidn de d
agitacién constante :

3. Lavar con agua destilada en’ agltaclon tantas veces como sea
necesario B

B) Con Tinta India ] o
1. Lavar el papel de nitrocelulosa por 10 min con una solucién
de PBS-Tween-20 al 0.3% en 2 ocasiones en agitacidn constante
2. Tenir por una hora en agitacioén constante con una solucidn de
PBS-Tween 20 al 0.3% y tinta india (1 ¢l por ml de soluciodn)
3. Lavar en agitacion constante con agua bidestilada en tantas
ocasiones como sea necesario

ANEXO # XI

SOLUCION DE BLOQUEO DEL PAPEL DE NITROCELULOSAtf";“@“

Albumina sérica bovina (BSA) ......s00... B RPN 3.0 %
PBS PH 7.4 C.DePr crrvrrreertarracenssesasiadaenioiy aforo

NOTA: Con esta solucién se cubre el papel de nitrocelulosa con las

proteinas 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 (BUERO)

PREPARACION DEL STOCK 5X

Alblimina sérica bovina .......
Tritoén X-100 al 10% .........
SDS @l 20% .evenvrrnrnnnanans
Agua bidestilada c¢.b.p. ..

PREPARACION DE LA SOLUCION DE

SEOCK 5X uvvnnnreneeniinnans 200 pl
Suero bovino decomplementado:: 100 pl
PBS A% vvenrernnnennnnansosois SU700 wl

NOTA: Se empled en una dilucién de 1:50 del suero problema y para
ello se dejdé incubado toda:la*noche a temperatura ambiente
y en agitacion constante :

ANEXO # XIII

SOLUCION DE DILUCION DEL ler. ANTICUERPO CON LECHE DESCREMADA AL 5%

Nonidet P-40 @l 0.1% t.ivireeananoracrsnnssanses 0.02 ml
Leche descremada en polvo (Sveltes) 5% ........ 1.00 g
PBS 1X e eieetueeotvnanensnsennnansansaasssssasss 20,00 ml

Se mezcla perfectamente y se filtra previo a su uso.

ANEXO # XIV

SOLUCION DE DILUCION PARA 2do. ANTICUERPO (CONJUGADO)

PBS 1X cvieveceennnnnnons teeeesaecseeesa. 899 pl
Suero bovino decomplementado 10% ....... 100 pl
Cconjugado 1:1000 ......... ceemnes R 1 pl

NOTA: Este volumen se prepardé por cada tira a incubar. Se incuba
la tira de PNC a 37°C por 2 h 30 min en agitacidén constante
Yy protegido de la luz con papel aluminio.
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ANEXO # XV

SOLUCION DE REVELADO 6X (stock)

4~C1l=1-NAFEOL .+ttt vennnvmasinsestvis
Metanol ...t ettt ireencencaceeaionss

SOLUCION DE REVELADO 1X (de trabajo

Stock 6X .iiieiiiiiaaeiaiis
PBS 1X ...ccivreccinevas
Hp0 (30%) ovnneniiniiin.iy

ANEXO # XVI

MEDIO TYI-S-33

Biosate ..ieaeveaii
D-glucosa ..icoeuimen
NaCl .....civeenevons
KH,PO, +vvnrnnnnnn NS
KHPO, ©vvevvnrnnnnannonaann
L-cisteina.HCl ....... 0.0l
L-acido ascérbico ........d. g
Citrato férrico de amonio .. 0.025 g

Se ajusta a pH 6.8 con NaOH 0.1 tfora-a 870 ml con agua
bidestilada. Se esteriliza por. autoclave ai15-1b/in?, durante 20
min. L .
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