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INTRODUCCION

Las infecoiones por Entamoeba histolytica, con la variedad de mani
festaciones clinicas que se presentan, desde los cuadros insidiosos de —
trastornos sastrointestinales no definidos y crémicos, hasta el absceso —
amibiano prave, constituyen una de las endemias de mayor diseminacién en -~
el rnundo.

El presente trabajo de tesis es con el objeto de ver el comporta—
miento de un mismo ant{geno empleando dos técnicas diferentes; frente a —
los sueros de pacientes sospechosos de amibiasis invasora.

Estas técnicas fueron la contrainmunoelectroforesis y la aglutina-
cién indirecta, empleando partfculas de ldtex poliestireno recubiertas de-
ant{geno amibiano, para ver si existe una correlacién en los resultados, -
si hay varieciones en sensibilidad o disorepancias que puedan deberse a la
clase de inmunoglobulina en que residen estos anticuerpos, ya que se sabe-
que las reacciones de precipitacién se deben fundamentalmente a anticuerpos
que residen en Ig( en tanto que sn las reacciones de aglutinacién intervie

ne la IgM,



CAPITULO I

GCENFYFRALIDADES

FRECUFNCIA DE LA AMIBIASIS.

La frecuencia de esta enfermedad es de las més altas en el nundo;
(1) representa un 2 % del total de los pacientes internados en los hos
pitales, y un 4 ¢ en el total de las autopsias practicadas, siendo los ca
sos més frecuentes por absceso hepdtico.

La enfermedad afecta a la poblacién mis pobre predominando en las
zonas urbanas de mayor aglomeracibén y las més malas condiciones sanitarias.

La frecuencia del mal no s0lo es igual a la de hace 25 afios, sino
que parece ir en aumento, y su gravedad sigue siendo la misma.

La edad y el sexo tienen importancia en la enfermedad, ya que es-
evidente el predominio de la amibiasis en los adul;os del sexo masculino-

en la edad media de la vida ( 2 ).

RESPUESTA INMUNOLOGICA A Entamoeba histolytica.

Sabemos que la amibaisis invasora determina elevacién de las inm
noglobulinas del sueroy particularmente de la G ( 3 ). Al mismo tiempo se
determina la presencia de anticuerpos circulantes, precisamente localiza-
dos en IgG e IgM, anticuerpos que se ponen de manifiesto en las reacoio—
nes seroldcicas con anfigeno amibiano.

Kparte de estas reacciones de inmunidad humoral se ha demostrado-

as{ mismo la existencia de rescciones de inmunidad crlular, por medio de-

pruebas cutdneas con el mencionado antireno ( 4 ) presentfndose una hiper
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sengibilidad con reaccibén de tipo retardado con anticenos de Entamoaba his
tolytica.

La obtencién de. un antfgeno ( Histolicitina ) derivado de amibas
cultivadas en medio axénico, fué el primer paso en su estudio y la‘ prueba
resulté ser totalmente inScua en los individuos en que se realizé.

Fl antigeno axénico que se obtuvo de la cepa HK=9 sirviGIpara que
se practicaran pruebas intradérmicas con 1.1, 11 y 22 miligramos de prote£
na antigénica contenida en un volumen de 0.1 ml., Todas las pruebas fueron
lefdas en 5, 24, y 48 horas y solo se consideraron positivas aquellas cuya
induracibn excediera los 8 milimetros de di&metro.

Si bien es indudable la respuesta inmunoldgica d-1 organismo a ls
amibiasis invasora, la respuesta se observa dnicamente cuando hay invasién
tisular especielmente si os extensa, como en el caso decl absceso hepftico;
no sucede lo mismo cuando el parésito est§ en calidad de comensal o sea—
cuando obtiene ventajas nutricionales del huésped sin causarle dafio.

Sin embarso, el hecho de que los tftulos son elevados en estas —
reacciones y la frecuente elevacién de las inmunoglobulinas del suero ( 5
que se observan en el absceso hepdtico, asf como la persistencia de reac-
ciones positivas largo tiempo después de la curacién puede sugerir cierta
relacién entre los mencionados anticuerpos y la defensa contra la teinfeg
cibn, porque al presentarse de nuevo el pardsito, que pasa a la circula ~
cibn sancuinea por los linfiticos, es atacado por los antiocuerpos impidi-

endo su implantacidén en los tejidos.
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INVASION DE ENTAMOEBA HISTOLYTICA A DIVERSOS ORCANOS Y TEYIDOS EN SUJLTOS

HUMANOS.

Con el propbsito de valorar la capacidad invasora de Entamoeba his
tolytica a diferentes brganos y tejidos ( 6 ) en sujetos humanos, se estu
di8 la frecuencia y distribucién de lesiones amibianas en 175 casos de -
autopsia del Servicio de Anatomfa PatolSgica del Hospital General del Cen
tro Médico Nacional del I, M, S. S. En 175 casos de amibiasis, que corres
ponden 2l 5.8 % de las 3,000 sutopsias revisadas, se encontrd que la ami~
biasis fué responeable de la muerte en 150 casos ( 5 % ), ocupando el 6o
lugar en frecuencia, de las enfermedades consideradas como causa de muer-
te.

Los 6rganos méds frecuentemente afectados fueron el hfgado y el in
testino grueso, El absceso hepético amibiano predominé en los sujetos del
sexo masculino en proporcién de 2,7:1 en relacién con otras enfermedades—
como tumores malignos, oirrosis hep&tica, diabetes mellitus, fiebre rcumé
tica y tuberculosis, debido al alto nivel contaminante que aun prevalece-
en la amibiasis,

En una de las autopsias se encontraron lesiones en la piel y le—
siones cerebrales, sin lesiones intestinales ni hepdticas.

Por lo que respecta a la amibiasis intestinal, las lesiones del -
intestino grueso se produjeron a diferentes niveles, as{ tenemos por or—
dem de frecuencia cue las porciones afectadas fueron: ciego y colon asoen

dente, rectosicmoides, colon transverso y descendente, y apendice ileoce-

cal.
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LOCALIZACION DE LOS ANTICUERPOS ANTIAMIBIANOS EN LAS

INMUNOGLOBULINAS DEL SUERO HUMANO.

El desarrollo de m&todos inmunolégicos sensibles y especificos, ha
permitido estudiar la presencia de los anticuerpos circulantes, aun cuan=-
do existan en pequefias cantidades, kstos se localizan en la fracocién de—
las gammaglobulinas del suero, las que corresponden a un grupo heterogé—
neo de protefnas con actividad de anticuerpo, con propiedades figico~-quf-
micas e& inmunolégicas diferentes,

El Servicio de Gastroenterologfa del Hospital General del Centro-
M&dico Nacional del I, M., S. S., llevd a cabo un eutu@io para determinar-
la localizacién y caracterizacién de los anticuerpos contra Entamoeba—-
histolytica ( 7 ); para lo cual utilizé los sueros obtenidos de 5 pacien-—
tes con absceso hep8tico amibiano,las inmunoglobulinas fueron separadas—
por medio de cromatografia en columna de intercambio anidnico usando die-
til-amino-etil celulosa.

Lac fracciones obtenidad fueron identificadas por anélisis inmuno
electroforético, as{ como por el método de difusibén en gel, y se encontrd

que los anticuerpos responsables de la reactividad de los sueros residfan

en ISG e IS:M.



OBTENCION DE ANTIGENOS DI ENTAMOSBA HISTOLYTICA.

Entamoeba histolytica habfa sido cultivada in vitro desds 1925, pero siem

*

pre en presencia de bacterias ( 8 ). Es de gran importancia el cultivo del

pardsito en ausencia de bacterias, ya que esto es un pre-requisito para -
estudios bésicos sobre la fisiologfa y patogénesis de este pardsito asf{ —
oomo para el diagnéstico inmunolégico de la amibiasis,

Jacobs en sus trabajos demostrS que los cultivos con una sola es—
pexie de bacteria podian ser usados para preparar antigenos de alta poten
cia, lo cual logré al introducir a los cnltivos los antibiSticos como me-
dio de eliminacién del desarrollo de diferentes bacterias nocivas y de —
contaminacién, como Clostridium perfringens qued-néo Escherichia coli so-
la con el parésito en el cultivo el cual posteriormente fué inoculado a =

cabras para obtener el suero anti Entamoeba histolytica probandose a con-

tinuacién dicho suero con el suero de pacientes que padecian la amibaisis,
El crecimiento de Entamoeba histolytica en preuéncia de un proto-

zoario se logro’ con Trypanosoma cruzi en tubos de ensayc y en microtubos

usandose en ambos tubos un sello de petrolato para impedir el acceso al -
ox{ceno ambiental del medio. El medio de cultivo contenfa tioglicolato,--
suero de caballo, sobreponiendo a &1 un cultivo diffsico de agar-sangre—
que contenia una suspensién rica de T, cruzi. El tamizado F 22 de Entamo
eba histolytica se usb en todos los experimentos.

Los tubos de ensayo conteniendo el medio desccrito fueron inocula

dos con amibas provenientes de cultivos en los cuales habia estreptobaci-

los inhibidos con penicilina.
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La penicilina se usé en los cultivos amiba-trypanosoma durante las
primeras cuatro resiembras, para asegurar la eliminacién del estreptobaci
lo y se llevaron a cabo priebas de esterilidad bacteriolégica en cada re-
siembra hasta comprobar que fueran negativas. Los tubos de comtrol sin T.
cruzi no mnstraron crecimiento de amibas.

Los cultivoa amiba-trypanosoma fueron mantenidos durante 15 pases
a intervalos de 48 horas sin disminucién en el orecimiento de amibas, lo-
cual demostrd que el método es adecuado para obtener desarrollo del paré-
sito.

Sin embargo, la disminucién de los flagelados en el medio de cule
tivo hace suvoner que carece de algunos ingredientes necesarios para la -
nutricién de T, cruzi. Los microcultivos de E, histolytica que se inicia-
ron con trofozoitos individuales para conocer mejor su desarrollo, fueron
lavados con solucién de Locke estéril, vara liverarlos de los componentes
del medio donde estaban contenidos, como son los sustratos metabblicos de
ciertas bacterias intestinales, transferidos por microaislamiento a micro
tubos conteniendo el mismo medio que se utilizé en los tubos de ensayo con
trypanosoma.

Después de T2 horas de incubacidén se contaron hasta 200 amibas, -
la prole de un solo trofozoito por exdmen microscSpicé directo de los mi
crotubos.

Se vieron amibas activ;s por 10 dias. No se llevaron a cabo pases
de los microcultivos, pero el medio fué transferido dospués de 10 dias a-
un medio de tioglicolato y caldo-neopeptona para hacer las pruebas de eg—
terilided bacteriolbrica. No hubo crecimiento de bacterias en estas prue-

bas.
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El crecimiento de Entamoeba histolytica con Trypanosoma cruzi tra

tado con calor solo ha sido demostrado en microcultivos porque represen—
tan una menor irea de desarrollo comperado con los tubos de ensayo con -
medio de cultivo y por consiguiente menos posibilidades de contaminacién-
por bacterias.

La ventaja principal de los cultivos de Entamoeba histolytica-Try

panosoma crusi sobre cultivoa amiba-bacteris es el hecho de que T, cruzi-
se puede inactivar a temperntﬁras ligeramente superiores a 37°c sin que—
cause la destruccién de ellos, al coagularse sus proteinas constituyentes,
contrariamente a las bacterias que necesitan de altas temperaturas para -
ser inactivadas.

Bstos cultivos por lo tanto, pueden servir como base para identi-

ficar los faotores de crecimieato requeridos por Zantamoeba histolytica.

A los cultivos dixénidos o cultivos mixtos se les llama asi por-

que el pardsito, en este caso Entamoeba histolytica, se cultiva en aso—

oiacién con flora bacteriana compleja que proporciona al medio otros me-

tabolitos necesarios para que se desarrolle el pardsito,
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CULTIVOS AXWNICOS.

Después de haber desarrollado Entamoeba histolytica en cultivos -

mixtos y monoxénicos no fue sino hasta 1968, cuando Diamond publicd su —
técnica para el cultivo axénico. Se les llama as{ a los cultivos de inta~

moeba histolytica cuando no requiere de ningfin microorganismo paras desa—

rrollarse,
E1l medio de cultivo ideado por Diamond tiene 1la siguiente com=—

posicién ( 9 ).

Medio liquido

Tripticasa 1
Extracto de higgdo 2
Glucosa 0
Clorhidrato de L-cisteina 0
Acido ascédrbico 0.
Cloruro de sodio 0
Fosfato de potasio monobdsico 0
Fosfato de potasio dibdsico 0
Agua destilada c. be De 87.50 m

HFRARRRRIARRE

Ajustar a pH 7.0 con NaOH.

Agregzar ion agar No., 2

0,0175 g
Mucina gastrica 0.1 g

Filtrar y esterilizar a 15 libras durante 10 minutos.

Ariadir:
Suero de caballo 10 ml
Mezcla vitaminica 2.5 ml

Temperatura de incubacién 35.5%
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Férmula de la mezcla vitamfnica.

Vitaminas hidrosolubles:

1. Solucibn A.

Acido para-amino benzico 0,125 g.
Niacina 0.0625 g
Amua destilada a temperatura de ebulliciém para llevar a 150 ml.

Solucidén B.

Niacinamida 0.0625 g
Clorhidrato de piridoxima 0.0625 g
Clorhidrato de piridoxal 0.0625 g
Clorhidrato de tiamina 0,025 g
Pantotenato de calcio 0.025 g
L~inocitol 0.125 g
Clorhidrato de colina 1,250 g
Agua destilade 150 ml

Solucién C.

Riboflavina 0.025 g
Se afiaden 75 ml de agua destilada y se disuelve con ayuda de NaOH 6.t N.
llevando el volumen hasta 100 ml.

2., Solucién de biotina.

D-biotina 0.030 g
Disolver en 200 ml de NaOH O,1 N y llevar con
acua destilada hasta 300 ml

3, Solucibn de &cido félico.

Acido félico 0.030 g
Disolver en 200 ml con NaCH O.1 ¥ y llevar con
amua destilada hasta 300 » ml
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4., Vitaminas Lipo-solubles,

Solucidn A.

Vitamina D, ( calciferol ) 0.300 g
Disolver en alcohol 95 % ( v/v ) 63 ml

A la solucién anterior agregar:
Vitamina A ( soluble en alcohol ) 0.300 g
Solucién B.

Vitamina X ( bisulfito sédico de menadiona ) 0.60 g
Disolver en solucibn acuesa al 15 % de Tween 80 3C0 ml

Las soluciones A y B se combinan y se lleva a voldmen de 3000 ml.

5« Solucibn vitamina E,

Vitamine E ( acetato de alfa tocoferol ) 0.025 g
Disolver en agua destilada 250 ml

De las soluciones anteriores mezclar:

Solucién vitamina B 500 ml
Solucién biotina 250 ml
Solucién &cido félico 250 ml
S0lucién Lipo-solubles 2,500 ml

Solucién vitamina E 250 ml

La mezcla vitaminica y el suero de caballo se agregan en condiciones as&p
ticas a la solucibn ys estéril y ajustado su pH a siete.

Una vez hecha 1a mazela muardar a -QQOC.
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El medio preparado'en esta forma,;se envasa en tubos con tapén de rosca y
en matraces Lrlenmayer de 125 ml, que se conservarin en refrigeracién a —
4°c. Para verificar su esterilidad, se incuban durante 48 horas a 35°c an
tes de ser utilizados.

Inicialmente las siembras se hicieron con indounlos de 2,000 trofo
zoitos en cada tubo y de 35,000 trofozoitos en cada matréz.

Las resiembras se efectuaron de la manera siguiente: se centrifu-
garon los tubos de cultivo a 1,200 rpm durante 15 minutos, una vez separa
do- el sobrenadante por aspiraciém con una pipeta Pasteur, el sedimento -
se depositd en un medio de cultivo.

Los tubos y los matraces colocados en posiciém vertical, se mantu
vieron a 35.5°c. La viabilidad de los trofozoitos ée comprobd periodica~—
mente examinfndolos con microscopio invertido,

Para determinar el nimero de trofozoitos se utilizé una cémara —

cuenta glébulos,
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EXTRACCION Y PURIFICACION DEL ANTIGENO,

Rl antfgeno de Entamoeba histolytica se extrae de los cultivos axé
nicos de trofozoitod&, y se estabiliza de acuerdo a procesos especiales de
los laboratorios a cuya firma comercial pertenece ( 10 ),

Bstos ant{genos se purifican. y se conservan liofilizados y son -
rehidratados al momento de usarse con agua destilada imprimiendoles una a
pitacibn suave, Una vez as{ preparado el antfgeno se deja en reposo antes

de ponerlo a reaccionar.
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KRTODOS INMUNOLOGICOS PARA EL DIAGNOSTICO DE LA AMIBIASIS.

Desde hace muchos afios se haa venido desarrollando pruebas serolo
gicas para la amibiasis; ( 11 ) Izar, en 1914 y Scalas en 1921, aplicaron
la reaccién de fijacibn del complemento. Craig desde 1928 comenz8 hacer -
esta reaocién y utilizé al principio un antfgeno preparado con extracto—

alcoh6lico de Entamoeba histolytica, cultivada en medio de Dbrelav en sim

biosis con bacterias intestinales, cuando otros investigadorez repitieron
los experimentos de Craig, no obtuvieron resultados uniformes y el uso de
esta reaccién no se generalizé.

Se objetaba que al prepararse el ant{geno con amibas cultivadas -
en simbiosis con bacterias intestinales, los anticuerpos determinados po-

dian ser tanto frenta a Entamoeba histolytica, como a las bacterias aso—

ciadas.

Se dijo entonces que se requeria de un antfgeno més puriticudo y-
estgndarizado.

Hay otras pruebas como la de inmovilizacién de los trofozoitos de
IEntamoeba histolytica, ideada por Zaman, en la cual los trofogoitos son -
inmovilizados al entrar en contacto con los anticuerpox contenidos en el-
suero del paciente, La reaccibn de inmunoprecipitacidn por la doble difu-
sién en gel de agar, iniciada por Nakamura y Baker ( 1957 ), cue puede ha
cerse cuantitativa probando diluciones del suero problema.

La inmunofluorescencia de TJoldman y cols. ( 1954 ). La de la he-
maglutinacién indiredta utilizada por Kessel y cols. ( 1960 ) quienes uti

lizaron un antigeno obtenido de Entamoeba histolytica cultivada en simbio

sis con trypanosoma cruzi..FEl ensayo de la prueba de la amibiasis se hizo
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en el suero de conejos inoculados con la cepa DKB y los resultados fueron
satisfactorios. Las reacciones fueron débiles porque el antfqeno no proce
dia de cultivos axénicos pero se consideré sl antfgeno como euficientomee
te especifico.

Lewis y Kessel probaron este ant{geno en el suero de un enférmo -

con amibiasie hep&tica y obtuvieron una reaccién positiva de 1:520,000.

METODOS SERCLOGICOS DE EMPLEO ACTUAL.

"™n todos los mé&todo= se emplea ant{geno amibiano obtenido de culti

vos axénicos.
REACCION DE FIJACION DEL COMPLEMENTO.

La téonica de fijacién del complemento consta de dos etapas, en la
primera hay consumo.de complemento si se lleva a cabo la reaccién antige-
no-anticueepo: ( 12 ), después se adiciona un sistema hemolftico.

En la primera etapa, se 2ncuba 18 horas a 5°c ¥ 30 minutos a 37°c
la mezcla constituida por el antfgeno y el suero del paciente ( previa—
mente inactivado por calentamiento para destruir su complemento ) y 2 Uni
dades ( U ) de complemento de cobayo.

Al terminmar la primera incubacifn se afiade el sistema hemolitico
constituido. por glébulos rojos de carnero sensibilizados con 2 U, de hemg
lisina anticarnero y se inocuba nuevamente 15 minutos a 37°c. S5i el suero-
del paciente contenfia anticuerpos coantra el antigeno amibiano, al combi--

nars~ el antizeno y el anticuerpo se fija a las 2 U de complemento, por
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lo tanto ya no hay complemento libre y mo son lisados los glSbulos rojos,
lo que indica la presencia de anticuerpos antiamibianos y consecuentemante
un diagnéstico positivo.

n cambio si no hay anticuerpos en el suero del paciente, no se =
lleva a cabo la fijacibén del complemento en la primera etapa, quedando és
te libre para lisar los glébulos rojos lo que indica que el suero no con-
ten{a anticuerpos antiamibianos.

Estas reacciones no son muy empleadas porque su sensibilidad os: com

parable a la de otras pruebas més sencillas y répidas en su ejecucién.
INMUNOPRECIPITACION.

La técnica de la doble difusién en gel de agar consiste en prepa-—
rar una placa de agar sobre una superficie perfectamente nivelada, en es-
ta placa me practica uma serie de cortes de forma ciroular mediante ua cor
tador mQtilico, dispuestos en forma de roseta; uno central y 6 en la peri
feria,

Los pogzos de la periferia se llenan con los sueros problema y el-
pozo central se llena con ant{geno amibiano, Si existen anticuerpos en ——
los sueros problema se formarén bandas de inmunoprecipitados al ponerse -~
en contacto el antfgzeno con el anticuerpo.

Como prueba de diagnéstico de la amibiasis tambien es poco utili-

zada por su poca sensibilidad y por requerir de 24-72 horas para obtener-

su resultado.



(16)

REACCION DE ANTICUERPOS FLUORESCENTES.

Para la técnica de anticuerpos fluorescentes de Goldman ( 13 ) se
emplea el m&todo indirecto el cual consiste en hacer un frotis con trofo-
zoitos que se fijan con acetona, despude se cubren con el suero problema—
¥y se incuba a 37°C durante 30 minutos en cémara himeda, se lava la prepa—
racién y se oubre con el suero antiglobulina humana, obtenida en conejo,-
marcado con fluoresceina, se procede de nuevo a incubar y a lavar la pre-—
paracién, y observar al microscopio con luz ultravioleta, si la prueba re
sulta positiva se verédn los trofozoitos fluorescentes,

Eete métoéo es muy sensible pero su uso esté limitado por la nece

sidad de contar con el microscopio de luz ultravioleta y cultivos axéni—

cos de FEntamoeba histolytica para la preparacidm de los frotis con trofo-

zoitos,
CONTRAINMUNOELEC TROFORESIS,

La técnica de la contrainmunoelectroforesis utilizada previamente
en otros estudios inmunolégicos, se aplicS a la investigacién de las reac
ciones serolégicas de la amibiasis invasora, partiendc de dos ideas: ( 14
a) Los anticuerpos antiamibianos se localizan en la inmunoglobulina G y-
por tanto se desplazan hacia él cétodo bajo el efecto de la corriente  —
eléctrica; y

b) E£l antirmeno amibaino se moviliza hacia el Jnodo, por influencia de 1a

corriente electroforética.
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5s una técnica sensible y rdpida que requiere pocd tiempo y el em
pleo de un-: aparato de electroforesis, el método y sensibilidad se desori

ben en los capftulos posteriores.
AGLUTINACION FN LATEX.

La reaccién de aglutinacién en litex es la de mayor empleo en ~-
nuestro. medio y sirve como método de seleccidn para saber si en un suero
problema existen anticuerpos antiamibianos, su resultado positivo se re—
porta de acuedo a la intensidad de la reaccién ns;gnﬁndolc de una a cun-;
tro cruces.

El ant{geno amibiano se presenta liofilizado, estandarizado y pu-
rificado para ser rehidratado con una suspensibén de l&tex poliestireno,
Los detalles del m8todo y la evolucib de su sensibilidad:.se dan en los ~

cap{tulos posteriores,
REACCION D@ HRMAGLUTINACION INDIRECTA (.15 ).

El antfgeno amibiano se adsorbe en eritrocitos humanos del grupo-
0, o de carnero, lavados y tratados con &cido tfnico, y para s conserva-
cibn se liofilizan, Estos eritrocitos seasibilizados con ant{geno amibia-
no reaccionen con los anticuerpos presentes en el suero, La prueba es cuan

titativa por 1o que usuzlmente es un método de comprobacibn,

Puede realizarse por macro y microtfenica, La masrotéenica se 11e

va a cabo probdndose una serie de diluciones seriadas de los sueros pro-
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blema con tris-amortipuador que van desde 1:32 a 1:8,192,

Una vez que se lleva a cabo la reaccibn con el antfgeno amibiano-
se interpretan sus resultados de la sicuiente manera: en la reaccibn posi
tiva se forma una capa homogénea de los eritrocitos sl combinarse con el-
ant{oeno amibiano. ¥n la reaccidn negativa se forma un botén de eritroci-
tos en el fondo del tubo o de la excavacibém. La méxima dilucidn que presen
te formacibén de capa homogénea o bien un anillo difuso seré el titulo de-
la reaccién,

Un resultado positivo mayor de 1:128 es indicativo de que la infeg

cién por Entamoeba histolytica es reciente, pero si el tftulo de anticuer

pos presentes en el suero sobrepasa de 1:1024 la infeccién es actual,
Como en las dem@s pruebas es necesario efectuar reacciones simul

taneas con sueros control positivo y negativo.



(19)

CAPITULG IX
KATERIAL Y METODOS.
METODO DB AGLUTINACION EN PLACA.
Fundamento: En esta reaccidn se emplean parifculas de litex poliestireno,

recubiertas con un extracto purificado y estandarizado de un cultivo axé-

nico de Entamoeba histolytica; estas partfcula: al estar en contacto con-

los anticuerpos espec{ficos, forman agregados apreciables a simple vista.

MATERIAL BIOLOQICO.

Se emplean equipos comercializados que constan con:

Antigeno amibiano: Se presenta liofilizado, en cantidad suficiente para—

sensibilizar la suspensidn de l&tex que viene en el equipo.

Suspensidn de litex: Se presenta en una ampolleta conteniendo uma suspen-

5i6n de partfculas de litex poliestirenoc.

Suero control positivo: Se presenta liofilizado, para su empleo se rehidr=

ta con 0,2 ml de agua destilada.

Suero control nesativo: Se presenta liofilizado se rehidrata con 0.2 ml «

de agua destilada.

Sueros problema.
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BQUIPO,

Placa para la reaccifn: ®n una placa de vidrio comfin se marcaron cuadros-
de 2x 2 om para cada serie de pruebas., Para pruebas individuales pueden =
usarse portaobjetos,

Aplicadores de madera.

Pipetas capilares,
TECNICA.

l. Los sueros problema se calientan a 62°c durante 30 minuios, para ilng
tivar el complemento que puede dar reacciones falsas positivas,

2. Sensibilizacidén del 1ftex: Usando una pipeta capilar se transfiere la
suspensidén de litex a la ampolleta que contiene el antfgemno amibiano lio-
filizado y se mezcla hasta disolver el antigeno completamente., Se deja re
posar por lo menos 5 minutos antes de usarlo,

3, Se toma suspensibn de l&tex sensibilizado con una pipeta capilar y se
deja caer una gota pana cada prueba en cada uno de los cuadros de la pla-
ca, junto, se deposita una gota, medida tambien con pipeta capilar, del—
suero problema.

4. Usando un aplicador de madera diferente para cada reaccién se mezclan
perfectamente las does gotas. Luego se imprime un movimiento de rotacibén—

a las potas sobre la placa durante 5 minutos y se observa la reaccidn.
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INTWRPRWTACION.

Formacibén de actimulos de partfculas = Reaccidn positiva,
La mezcla permanece homogénea = Reaccibn negativa.
Simultaneamente se hacen reacciones con los sueros Control Positivo y Ne—

zativo para que sirvan como punto de comparacién para la lectura,

Aspecto de las reacciones positiva y negativa.

Homogénea: Ne-ativa  Aglutinaciém: Positiva
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CONTRATNMUNOELECTROFORESIS.

Fundamento: Cuamdo en um campo eléctrico se coloca un antfgeno cuya movili
dad es del céatodo ( - ) hacia el &nodo ( + ) y frente a €1 =e colocan sus
correspondientes anticuerpos, como &stos siempre migran del &nodo hacia——
el cétodo, al aplicar la corriente eléctrica ambos reactivos migran uno -
hacia el otro y al encontrarse, s{ estin en cantidades equivalentes se for

man una o m3s bandas de inmunoprecipitado.

MATERTAL BIOLOGTCO.

Antfzeno amibiano: Se empleSel mismo antfgeno que para 1a prueba anterior,

pero en vez de rehidratarlo con la suspensidén de l4tex se disolvié en 0.2
ml de apua destilada.

Suero control positivo:

Buero control negativo:

Sueros problema:

REACTIVOS.

Amortisusdor de barbital pH 8.6, p=0.05.
Amortisuador de barbital pH 8.6, p=0.01.
el de azarosa al 1.5 % en amortisuador de barbital pH 8.6, p=0.01.

el de agar purum al 2,5 % en apgua destilada.
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PRTPARACION DT LOS REACTIVOS.

1. Amortiguador de barbital pH 8.6, n=0.05.

Se pesan 1.84 g de &cido dietil barbitdrico que se disuel
acus bidestilada a punto de ebullicibm, inmediatamente se
solucién anterior 10.4 7 de dietil barbiturato de sodio,

ge afora hasta la marca con agua destilada. Se ajusta su

do clorhfdrico 0.1 N.

2. Amorticuador de barbital pH 8.6, p=0,01.

El amortiguador de barbital de pH 8.6, p=0.05 se diluye

tilada en proporcién 1:5 as{ se tendré una fuerza ibnica

% .

EQUIPO.

Aparato de electroforesis,

Placas de vidrio comin de 9= 18.5 cm.

Nivel de gota.

Tiras de papel filtro Whatman No., 1 de 18 com de largo por
Plantilla.

Cortador circular de metal de 3 mm de didmetro,

Una brocha pequefia.

Aplicadores de madera.

Tubos de ensayo de 13 X100 mm.

Pipetas de 1 y 10 ml,

Pipatas cuoillares,

ven en 400 ml de
disuelven en la
ge deja enfriar,

pH a 8.6 con dci

con agua bides—-

de 0,01,

5 cm de ancho.
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PREPARACION DE LAS PLACAS.

1. Las placas de vidrio limpias y perfectemente desengrasadas, se barmi-
zan mediante una brocha pequeiia con gel de agar Purum al 2.5 % en agua hi
destilada, para que cuando se practiquen los cortes de los pozos los fon-
dos de ellos quedan sellados evitando as{ que se difundam los reactivos -
entre la placa de vidrio y el gel. Debe procurarse no pasar la brocha 2 -
vecew por el mismo lugar, -

2. La plsca ya sellada me coloca sobre una superficie perfectamente niv:
lada y se le vacién encima 28 ml aproximadamente de gel de agarosa al 1.5
% en amortiguador de barbital pH 8.6, p=0.01 a una temperatura de mis o-
menos 80°C.

3. Se«deja solidificar el gel y la placa se coloca en el refrigerador dg
rante 10 minutos aproximadamente para lograr la solidificaciém completa—
del gel d~ agarosa.

4. Fediante el cortador circular y guisndose por la plantilla se hacem—
3 filas de pares de pozos de 3 mm de difmetro dejando una separacidm de &
mm entre los bordes de los pozos pares y de 10 mm de separacién entre dos
filas de pozos pares ( Figura No. 1 ).

5 Mediante un aplicador de madera terminado en punta muy aguda se reti-

ra el gel de los covtes quedando los pozos.ya listos psra ser llenados.
PREPARACION DY LAS DILUCIONES.

Lo=s sueros problema se corrieron en diluciones seriadas para tener resul-
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tados semicuantitativos para lo cual se procedi§ de la siguiente manera:
Para preparar las diluciones de los sueros se emplea el amortiguador de =
barbital pH 8.6 y p=0.01, Para ello se utilizan tuhos de 15X%100 mm, en -
cada uno de los cuales se colocan 0.5 ml del amortiguadcr, al primer tubo
se le agrega 0.5 ml del suero problema y se mezcla perfectamente y de 6!
ta, que es la dilucién 1:2, se toman 0.5 ml y se pasan & un segundo tubo-
para tener una dilucién 1:4 se mezcls biem y de esta dilucibn se toman —
0.5 ml que se pasan a un tercer tubo para hacer la dilucibn 1:8 y asf su-
cesivamente me preparan las diluciones hasta el tubo 12 en el cual tendre
mos una dilucién &el suero problema de 1:2048, .

Las diluciones de los sueros se preparan 21 momento de usarse,
CARCADO DE LAS PLACAS.

Por medio de las pipetas capilares se procedif a llemar uan fila horizon-
tal de pozos con suero problems y sus diluciones, mientras que en la fila
de pozos opuesta se llenarom con antigemo amibiamo.

Los pozos deberfin llenarse al ras de manera que no queden semillenos ni -
que tampoco se derrame su contenido,

De irual manera se procedid a llemar una fila con los sueros control Posi

tivo y Negativo dispuestos igual que los problemas y el antigeno.
CORRIMIWNTO BLECTROFORETICO.

1. Los dos ~ompartimentos de la cimara de electroforesis, se llenan con-

.mortiruador de barbitel pH 846, p= 0,05 quedando al mismo nivel, este



(26)

amortisuador debe ser cambiado cada dos corrimjentos electroforéticos.

2. La placa ya cargada con los sueros problema, se coloca en el soporte-
de la cfmara de electroforesis y se hace el contacto entre ella y el amor
tiguador mediante las tiras de papel filtro Whatmam No, 1.

3, Se conecta la c&mara de electroforesis a la fuente de poder, colocan-
do los sueros del lado del #nodo ( + ) y el antfgeno del lado del cétodo-
(= Jm

4. Se aplica corriente eléct}ica durante 30 minutos a uns inteasidad de-
160 Voltios/om y 16 mA.

S« [na vez terminado el corrimiento electrofor&tico, la placa se saca de
la cémara y se hace la lectura colocandola sobre fondo negro y con ilumi-
nacién lateral para destacar mis las bandas de precipitacién.

6. La méxima dilucidén que dé una banda de precipitacidn definida, serf -
el titulo de la reaccién.

Para tener control sobre el sistema se corren simultaneamente sueros nega
tivo, y positivo,

Si se desea intensificar las bandas de inmunoprecipitados se pueden tefiir;
para esto, las placas se lavan durante 24 horas con solucién salina isot$
nica cambiandola con frecuencia para eliminar todas las proteinas que no-
reaccionaron, después de lavadas las placas se cubren durante 5 minutos -
con un colorante para protefnas, como por ejemplo rojo de Ponceau, Negro-
de amido etc.

Transcurrido el tiempo de coloracidn las placas se lavan para eliminar el
exceso de colorante y destacar las bandas de precipitaciém.

3i se emplea necro de amido el 1fquido de lavado, metanol-acético ( 9/3 )
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puede recuperarse, si se trata con carbén vegetal activado hasta su com—

pleta decoloracibén y se filira.
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UTILIZACION DE ESTE SISTEMA PARA LA INVESTIGACION SIMULTANEA DE OTROS

ANTIGENOS Y ANTICUERPOS.

Para aprovechar al méximo las placas se corrieron simultaneamente varios—
sueros problema con su control positivo y negativo y ademés otros sueros-
para la deteocidén de otro tipo de anticuerpos como antiesperma y anticuei
pos frente al antfgemo asociado a la hepatitis B para la investigacibm, -
asi como de nc.fetoproteina,.productoa de degradacidn del fibrinégeno D y

E, y del propio antfigeno asociado a la hepatitis B.
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CAPITULQ IIT

RESULTADOS.
No, de sueros Aglutinaoidn Contrainmunoelectro-

en placa foresis
24 neg neg
5 neg 1l
3 neg 52
12 + X2
4 4 1:4
1 + 1:16
6 L 1:1
1 ++ Y52
5 ++ 1:4
1 et 1:8
i1 ++ 1:16
2 44 1:2
3 +++ 1:4
6 e 1:8
3 e 1:16
3 it 1:2
9 i+ 1:4
5 FHH+ 1:8

4 R 1:16



(31)

CAPITULO v
DISCUSION.

Para las reacciones de aglutinacifn el antfgeno se rehidratd con una sus=
pensidn de 1&tex poliestiremo, mientras que vara las reacciones de preci-
pitacién se rehidratd con agua destilada. Los sueros problema se estudia-
ron por ambos métodos.

En 32 casos estudiados se encontr: 75 % de concordancia em negatividad —
por ambos métodos, y en 8 casos ( 25 % ) se encontr§ negatividad por aglu
tinacibn y positividad por contraimmumoelectroforesis; en el 37.5 % de es
tos casos positivos fué posible determinar pﬁr medio de la historia clini
ca que se trataba ciertamente de amibiasis invasora, poer lo que cabe pen-
sar ¢que la contrainmumoelectroforesis es mfs sensible cue la aglutinacidn
en la deteccién de anticuerpos antiamibiamos,

Fn uno de los sueros positivos por contrainmunoelectroforesis se vid en-

la historia clfnice que el laboratorio habia reportado que existfa unci-

nariasis,

De los 66 casos positivos comprobados por ambos métodos se encontrd: 63,6
4, de concordancia en el grado de positividad, quedando un 36.3 % én valo-
res discrepantes de tftulo de anticuerpos, observéndose que las reaccio-—
nes de aglutinacién fueron més definidas,

Pér el mayor nimero de casos positivos obtenidos por contrainmunoelectro-
forssis ( 100 % ) podemos decir que: el ant{geno utilizado puede emplear—
se tanto para la deteccidn de anticuerpos antiamibianos aglutinantes y ——

precipitantes,
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CONCLUSIONES.

1. Tl antigeno desarrollado para la prueba de aglutinaciém en placa pue-
de emplearse tambien, hidratado con sgua destilada para la reaccién de —
contrainmunoelectroforesis.

2, Tomando como base los resultados obtemido=, la comntraimmumocelectrofo-
resis mostrd ser més sensible a la deteccibén de anticuerpos antiamibianos

que la aglutinaciém en placa{

3. La comtraimmumoelectroforesis mostré uma positividad de 100 % en los-
sueros estudiados, miemtras que la aglutimacibén en placa dif una positivi
dad de 89.1 %,

4. La cortraimmunoelectroforesis es una técnice sencills que pueds lle—
varse a cabo fécilmente, la iinica deswemtaja es que requiere de um aparato
de electroforesis,

5. Tiene la ventaja de que en uma misma placa de Zel, pueden correrse va

rias muestras, ya sea para la investigacidm de los antiouerpos antiamibia
nos o para la deteccidn de otro tipo de anticuerpos, como por ejemplo: an
tiesperma, o de antigenos como el antf{geno asociado a la hepatitis B, o,

fetoproteina y productos de degradacibm del fibrindgeno D y E,

6. La aglutinacién en létex se recomienda como prueba de seleccifn ya que
no requiere equipo de laboratorio, es de ejecucién muy sencilla y los re-
sultados se obtiemen en unos minutos, posterior a esta prueba de selec —

cién, los casos positivos se comprobarén por contrainmunoelectroforesis -

para dar ademés el tftulo de anticuerpos presente.
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