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I N T R o D u e e I o N 

Las infeccionee por Entamoeba histol,ytica, con ls variedad de aan! 

feetaciones clínicas que. se preeentNl, desde los cuadros insidioso• de 

trastornos ~trointestinales no definidos y cr6nicos, hasta el absceso 

amibiano p;Tave, constituyen una de las endemiaa de mayor diseminaci6n en -

el nrundo. 

El presente trabajo de tesis es con el objeto de ver el ooMporta-

miento de un mismo ant!~no empleando dos t'cnicas diferentes; frente a -

loe sueros de pacientea sospechosos de amibiasis invasora. 

Estas t!cnicas fueron la contrainmunoelectroforeeis y la aglutina

ci6n indirecta, empleando partículas de látex poliestireno r ecubiertas de

ant!geno amibiaao, para ver si existe una correlaoi6n en los resultados, -

si hay variac i ones en sensibilidad o disorepanci&l!I que puedan deberse a la 

clase de i nmunoglobnlina en que residen estos anticuerpos, .Ya que se sabe

que las reaccione• de preoi pitac i 6n se deben fundamentalmente a anticuerpos 

que residen en IgG en t.nto que 1111 .las reacoiones de aglutinaci6n intervie· 

ne la I~. 



C A P I T U L O I 

GEN E RALIDADES 

FR~UF.NCIA DE LA AMIBI&SIS. 

La frecuencia de eata enfermedad ea de laa m&s altas en el mundo¡ 

( 1 ) representa un 2 ~ del total de los pacientes internad.os en loa hoa 

pitalea, 7 un 4 ~ en el total de las autopsias practicadas, siendo loa ca 

sos mf.s frecuentes por absceso hep,tioo. 

La enfermedad afecta ~ la poblaci6n mls pobre predominando en laa 

zonas urbanas de mayor ~lomeraci6n y las m!s malas condiciones sanitarias. 

La frecuencia del mal no solo ea igual a la de hace 25 años, sino 

que parece ir en aumento, y au r,ravedad sigue siendo la misma. 

La edad y el sexo tienen importancia en la enfermedad, ya que es-

evidente el predominio de la amibiasis en loa adultos del sexo masculino

en la edad media de la vida ( 2 ). 

RESPUESTA INJllUNOLOGICA A Entamoeba hiatolytica. 

Sabemos que la amibaisis i nvasora determina elevaci6n de las inmu 

noglobulinas del suero~ particu l armente de la a ( 3 ). Al mismo tiempo se 

determina l a presencia de anticuerpos circulantes, precisamente localiza-

dos en I gG e IgM, anticuerpos que se ponen de manifies to en las reaccio--

nes s erol6.~icas con ant!geno amibiano. 

J parte de estas r eacciones de inmunidad humoral se ha demostrado-

así mi smo la existencia de r eacciones de i nmunidad c r. lular, por mPdio de-

nruebas cutáneas con el mencionado antí ¡:,;eno ( 4 } present&naose una hiner . . -

·-



( 2 ) 

sensibilidad con reacoi6n de tipo retardado con antígenos de Entamoaba his 

tolytioa. 

La obtenoi6n de, un antígeno ( Hiatolioitina ) derivado de amibas 

cultivadas en medio ax6nioo, fu6 el primer paso en su estudio y la· prueba 

result6 ser totalmente in6cua en loa individuos en que se realiz6. 

El antígeno ax6nico que se obtuvo de la oepa HK-9 airvi6 para que 

s e practicaran pruebas intrad6rmicaa con 1.1, 11 y 22 miligramos de prote! 

na anti~nica contenida en u n volumen de O.l ml. Todas las pruebas fueron 

leídas en 5, 24, y 48 horas y solo se consideraron positivas aquellas cuya 

induraci6n excedi era los 8 milimetroe de diAmetro. 

Si bien es indudable l a respuesta inmunol6gica de l organismo a la 

amibiasis inva8ora, la r espuesta se obe ~rva ~nicam ente cuando hay invasi6n 

tisular especialmente si es extensa, como en el caso del absceso hep,:t.ico¡ 

no sucede l o mi smo cuando el parAsito es t ! en calidad de comensal o sea-

cuando obtiene ventajas nutric i onales del hu6sped sin causarle daño. 

Sin embar~o, el hecho de ·que l os títulos son elevados en estas 

reacciones y la frecuente elevaci 6n de las inmunoglobulinas d~ l suero ( 5 ) 

que se observan en e l absceso hep,tico, as! como la persistencia de reac-

cianea positivas largo tiempo despu~e de la curaci6n puede sugerir cierta 

relaci6n entre los mencionados anticuerpos 1 la defensa contra la :tleinfe~ 

ci6n, porque al presentarse de nuevo el parásito, que pasa a la oircula -

ci6n sanP,Uin~a por los linfáticos, es atacado por los antiouerpos impidi-

endo su implantaci6n en los tejidos. 



( 3 ) 

INVASION DE ENTAMOEBA HISTOLYTICA A DIVERSOS ORGANOS Y T~IDOS EN SUJ~TOS 

HmWrns. 

Con el prop6si to de valoráll' la capacidad invasora de Entamoeba his 

tolytica a diferentes 6rganos y tejidos ( 6 ) en su~etos humanos, se estu 

di6 la frecuencia y distribuci6n de lesiones amibianas en 175 casos de -

autopsia del Servicio de Anatomía Patol6gioa del Hospital General del Cen 

tro MEdioo Nacional del I. M. · S. S. En 175 casos de amibiasia , que corre! 

ponden al 5. 8 % de las 3,000 autopsias revisadas, se encontr6 que la ami

biasis fu& responsable de la muerte en 150 casos ( 5 % ), ocupando el 6oT 

lugar en freouencia, de las enfermedades consideradas como causa de muer-

te. 

Los 6rganos mls frecuentemente afectados fueron el h!gado y el i~ 

testino grueso. El absceso hep,tico amibiano predomin6 en los sujetos del 

sexo masculino en proporoi6n de 2.7:1 en relaoi6n con otras enfermedades

oomo tumores malignos, cirrosis hepltioa, diabetes mellitus, fiebre reum! 

tics y tuberculosis; debido al alto nivel contaminante que aun prevaleoe

en la amibiasis. 

En una de las au~opsias s e encontraron lesiones en la piel 7 le-

sienes cerebrales, sin lesiones intestinales ni hepiticas. 

Por lo que respecta a la amibiasis intestinal, las lesiones del -

intestino grueso se produjeron a diferentes niveles, as{ tenemos gor or-

den de frecuencia que las porciones afectadas fueron: ciego y colon asoe~ 

dente, rectosi !',llloides 1 colon transverso y descendente, y apendice ileooe-

cal. 
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LOCALI?.ACION DE LOS ANTICUERPOS ANTIAMIBIANOS EN LAS 

DiMUNOOLOBULINAS DEL SUERO HUJIA.llO. 

El desarrollo de m6todoe inmunol6gicos sensibles y específicos, ha 

permitido estudiar la presencia de los anticuerpos circulantes, aun cuan

do existan on pequeñas cantidades. Estos ee localizan en la fracoi6n de~ 

las g!lmmaglobulinas del suero, las que corresponden a Wl grupo heterog~~ 

neo de proteínas con actividad de anticuerpo, con propiedades fí9ioo-qui

micas e inmunológicas diferentes. 

El Servicio de Gastroenterolop,!a del Hospital General del Centro

M~dico Nacional del I. M. s. s., llevó a cabo un estudio para determinar

la localizaci6n y caracterización de los anticuerpos contra Entamoeba~ . • ~ 

hietolytica ( 7 ); para lo cual utilizó los sueros obtenidos de 5 pacien

tes con absceso hepltico arnibiano,las imnunoglobulinas fueron separadaa~ 

por medio de cromatografía en columna de intercambio ani6nico usando die

til-amino-etil celulosa. 

Lac fracciones obtenida~ fueron identificadas por an'lieis inmun~ 

eleotrofor6tico, asl como por el m&todo de difusión en gel, y se enoontr6 

que loe anticuerpos responsables de la reactividad de l os sueros r esidían 

en IgG e IgM. 
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OifrENCICX'l DE ANTIGENOS DS ENTAMO~BA HJSTOLYTICA. 

Entamoeba histolytioa había sido cultivada in vitro desde 1925; pero eie~ 

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

parás ito en aueen~ia de bacterias, ya que esto es un pre-requisito para -

estudios básiooa sobre la fisiología y patog6nesis de este parásito así -

oomo para el diagn6atioo iiunl.aol6gioo de la amibiasis. 

Jaoobs en sus trabajos démostr6 que los cultivos oon una sola ea-

pea::i.e de bacteria podían aer usados .para preparar antígenos de alta pote~ 

oia, lo cual logr6 al introducir a los cultivos lqs antibi6tioos a,.om.o me-

dio de eliminaci6n del desarrollo de diferentes bacterias nocivas y de --

oontaminaci6n, como Clostridium perfringens quedando Eacherichia coli so-

la oon el p8l''8ito en el cultivo el cual posteriormente fu' inoculado a -

cabras para obtener el suero anti Entamoeba histolytioa probandoae a oon-

tinuaci6n dicho suero oon el suero de pacientes que padecían la amibaisis. 

El crecimient~ de Entamoeba histolytioa en presencia de un proto-

zoario se lo~o· con Tripanosoma cruzi en tubos de ensayo l en microtuboa 

usandoee en iamboe tubos ua sello de petrolato para impedir el acceso al -

axí~no ambiental del medio. El medio de cultivo contenía tioglicolato,--

suero de caballo, sobreponiendo a 61 un cultivo diflsico de agar-sangre--

que contenía una suspensi6n rica de T. cruzi. El tamiza~o F 22 de ~ 

eba histolytioa se us6 en todos los experimentos. 

Los tubos de ensa.,yo conteniendo el medio desocrito fueron inooul!!; 

dos con amibas provenientes de cultivos en los cuales había cs treptobaoi-

los inhibidos con penicilina. 
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La penicilina se us 6 en los cultivos amiba-trypanosoma durante las 

primeras cuatro resiembras, para asep;urar la eliminaci6n del estreptobac! 

lo y se ll ~varon a cabo p:riiebe s de esterilidad bacter iol6gica en cada re

siembra ha sta comprobar que f ueran negativas. Los tubos de coqtrol sin !• 

~ no m ~straron crecimiento de amibas. 

Los oultivoa ami ba-trypanosoma fueron mantenidos durante 15 pases 

a intervalos de 48 horas sin disminuci6n en el orecimiento de amibas, lo

oual demostr6 que el m~todo es adecuado para obtener desarrollo del par'-

sito. 

Sin embargo, la disminuci6n de los flagelados en el m ~dio de oul• 

tivo hace suponer que carece de algunos ingredientes necesarios para la -

nutrici6n de T. cruzi. Los microcultivos de E. histolytica que se inicia

ron con trofozoitos individuales para conocer mejor su desarrollo, fueron 

lavados con soluoi6n de Looke est~il, para liverarlos de los componentes 

del medi o donde estaban contenidos, como son los sustratos metab6lioos de 

ciertas bacterias intestinales, transferidos por microaislamiento a micro 

tubos conteniendo el mismo medio que ae util i z6 en los tubos de ensayo con 

trypanosoma. 

Despu~ s de 72 horas de incubaci6n se contaron hasta 200 amibas, -

la prole de un solo trofonoito por exámen microsc6p i c& directo de los mi 

crotubos. 

Se v i eron amibRs activas por 10 días . No se ll evaron a cabo pases 

de l os microcult i vos, pero el medio fu~ tranllferido d <! S pu~s de 10 días a

un medi o de ti oRl icolato y caldo-neopeptona para hac er l as pruebas de es

ter i l ided bact ~riol6~ica. No hubo crecimi ento de bact erias en estas orue

bas. 
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El crecimi ento de Entamoeba histolytica con TrYpa11oaoma cruzi tr! 

tado con calor solo ha sido demostrado en miorocultivos porque represen~ 

tan una menor lrea de de11&rrollo comparado con loa tubos de ensayo oon -

medio de cult ivo y por consiguiente menos posibilidad.ea de contaminaoi6n

por bacterias. 

La ventaja principal de loa cultivos de Erltamoeba hiatolztica-Tr;y 

panosoma cruai sobre oultivoa amiba-bacteria es el hecho de que T. cruzi

ae puede inaotivar a temperaturas ligeramente superiores a 37°c sin que~ 

cause la deatruoci6n de ellos, al coa,i;ularse sus proteínas oonatitl13entes, 

contrariamente a las bacteria• que necesitan de altas temperaturas para -

ser inactivadaa. 

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

ficar l oa f actores de crecimiento requeridos por Entamoeba hiatoly!ioa. 

A los cultivos dixénióoa o cultivos mixtos ae le1 llama as! por

que el parAaito, en este caso Entamoeba hi s toly!ioa, se cultiva en aao-

oi ac i 6n oon fl ora bacteriana compleja que proporciona al medio otro1 me

tabolitoe necesar i os para que s e desarrolle el parás i to. 
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CULTIVOS AXl!JfICOS. 

Despu~• .cm huer deearrollado Entamoeba histolyticá en cultivo• -

mixtos y monox~nicos no fue sino hasta 1968, cuando Diamond public6 su --

t~cnica para el cultivo ax~nico. Se lee llama así a loe cultivos de~ 

moeba hietolytica cuando no requiere de ninedn microorganismo pi<re deea-

rrollarse. 

S1 medio de cultivo ideado por Diarnond tiene la eiguif!nte com-

poeici6n ( 9 ). 

Medio líquido 

Tripticaaa 
Elttracto de hfgtidO 
Glucosa 
Clorhidrato de L-ci e t~.í.na 
Acido !\Sc6rbico 
Cloruro de sodio 
Fosfato de potasio monob,lÚoo 
Fosfato de potasio diblsico 
!.~a destilad.a c. b. P• 

Ajustar a pH 7.0 con NaOH. 

Agre~r ion agar No. 2 
Mucina gaetrioa 

l.oo g 
2.00 g 
0.50 g 
0.10 e 
0.02 g 
0.50 g 
0.60 g 
0.10 g 

87.50 ml 

0.0175 g 
0.1 g 

Filtrar y esterilizar a 15 libras durante 10 minutos. 

Añadir: 

Suero d.e caballo 
Mezcla vitamínica 
Temperatura de incubaci6n 

10 ml 
2.5 ml 

35·5ºc 
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Fórmula de la mezcla vitamínica. 

Vitamiaaa hidrosolublea: 

l. Soluoi6n A. 

Aoido para-amino benz6ico O.lf5~ · g , 
lfiacina o.o625 g 
AR:Ua d1111tilada a temperatura de ebullici6a para llevar a 150 1111.· 

Soluoi6n B. 

liacinamida 
Clorhidrato de piridoxiaa 
Clorhidrato de piridoxal 
Clorhidrato de tiamina 
Paatotenato de calcio 
L-inocitol 
Clorhidrato de colina 
Agua d.eetilada 

Solución c. 

0.0625 g 
0.06 25 g 
0.0625 g 
0.025 g 
0.025 g 
0.125 g 
l. 250 g 
150 ml 

Riboflavina 0.025 g 
Se añaden 75 ml de a~a destilada y ae disuelve con a;JUda de NaOH e.t N. 
llevando el volumen haeta 100 ml. 

2. Solución de biotina. 

D-biotina 0.030 g 
Disolver en 200 ml de NaOH O.l N y llevar con 
a~a de stilad.a hasta 300 ml 

3. Solución de Acido f6lico. 

Acido f61ico 0.030 g 
Disolver en 200 ml con NaOH O.l N y llevar con 
a~a destilada hasta 300 ,,, ml 



4. Vitaminas Lipo-solubles. 

Solución A. 

Vitamina n
2 

( calciferol ) 
Disolver en alcohol 95 % ( v/v ) 

A la solución anterior a~e~r: 

Vitamina A ( soluble en alcohol 

Solución B. 

( 10 ) 

0.300 g 
63 ml 

0.300 g 

Vitamina K ( bisulfito sódico de menadiona ) 0.60 g 
Disolver en solución acuesa al 15 % de Tween 80 300 ml 

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

5. Solución vitamina E. 

Vitamina E ( acetato de al~a tocoferol ) 0.025 g 
Disolver en agua destilada 250 ml 

De las soluciones anteriores mezclar: 

Solución vitamina B 
Solución biotina 
Solución ioido fÓlioo 
Soluoi6n Lipo-eolublea 
Soluoi6n vitamina .E 

500 ml 
250 ml 
250 ml 

2,500 ml 
250 ml 

La mPzcla vitamínica y el suero de caballo se a.9,Tegan en condiciones as~E 
tices a la solución ya est~ril y ajustado su pH a siete. 

tJna vez hMh11 la m~ z~la ~l\tdu• a -22°C. 
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El medio preparado en esta forma, J.se envasa en ·tubos con tap6n de rosca y 

en matraces Erlenmayer de 125 ml, que ee conservarln en refrigeraci6n a -

4°c. Para verificar eu esterilidad, ae incuban durante 48 horas a 35°c an 

tea de ser utilizados. 

Inicialmente las siembras ae hicieron con in6ouloa de 2,000 trofo 

soitoa en cada tubo y de 35,000 trofozóitos eA cada matriz. 

La• r esiembrae se efectuaron de la manera siguiente: ae oentrif'll

~ron los tubos de cultivo a 1,200 rpm durante 15 minutos, una vez ••Par! 

do.- el eobrenad.ante por &11piraci6a oon una pipeta Pasteur, el sedimento -

se depoeit6 en un medio de cultivo. 

Los tubos y los matraces colocados en posici6n vertical, ae man~ 

vieron a 35.5°c. La viabilidad de 1011 trofozoitoa se comprob6 periodica-

ment• examia6ndolos con microscopio invertido. 

Para det erminar el número de trofozoitoa se utiliz6 una cimara -

cuanta ~1 6buloa. 
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l«TRACCION Y PURD' ICAC I ON DEL ANTIIJENO. 

Bl antígeno de Ent11111oeba histoll!ica se extrae de los cultivos ax~ 

nicos de trofozoitoi, y se estabiliza de acuerdo a procesos especiales de 

los laboratorios a cuya firma comercial pertenece { 10 ). 

Estos antígenos se purifican .. y se conservan liofilizados y son -

rehidrataaos al momonto de usarse con agua destilada imprimiendolea una ! 

~itaci6n suave, Una vez así prepaJPado el antígeno se deja en reposo antes 

de ponerlo a reaccionar. 
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METODOS INJIUNOLOGICOS PARA EL DIAGNOSTICO DE LA AMIBIASIS. 

De9d.e hace muchos años se hliA veaido dasarrollaado prueb•s serol~ 

gicae para la amibiasi•; ( 11 ) Izar, en 1914 y Scalas en 1921~ _aplicaron 

la reacci6n de fijaci6a del complemento. Craig desde 1928 comenz6 hacer -

esta reaoci6n y utiliz6 al principio un &12t!geno preparado con extracto--

alcoh61ico de Entamoeba histol;rtioa, cultivada en medio ele Dbrelav en eim 

biosis con bacterias intestinales, cuando otros investigadores repitieron 

los experimentos de Craig, no obtuvieron rP-sultados uniforme• y el uso de 

esta reacci6n no se generaliz6. 

Se objetaba que al prepararse el antígeno con amibas cultivadas -

en simbiosis con bacterias intestinales, los anticüerpos determinados po-

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

ciadas. 

Se dijo entonces que ae requería de un antígeno m&s purificad~ y-

est~darizado. 

Hay otras pruebas como la de inmovilizaoi6a de loe trofozoitos de 

Entamoeba histol;rtica, ideada por Zaman, en la cual lo ~ trofozoitos son -

inmovilizados al entrar en contacto con los anticuerpou contenidos en el-

suero del paciente. La reacci6n de inmunoprecipitaci6n por la doble dif'U-

ei6n en ~el de agar, iniciada por Nakamura y Baker ( 1957 ), que puede ha 

oerse cuantitativa probando diluciones del suero problema. 

La inmunofluoresce.ncia de Goldman y cola. ( 1954 ). La de la he-

ma~lutinaci6n indiredta utilizada por Keseel y eoln. ( 1960 ) quienes ~ti 
' -

lizaron un antíP,enO obtenido de Entamoeba histolytica cultivada en simbi~ 

sis con trypanosoma cruzi • . El ensayo de la prueba de la amibiaeie se hizo 
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en el suero de conejos inoculados con la cepa DKB y los resultados fueron 

satisfactorios. Las reacciones fueron d~biles porque el antí~eno no proc! 

dia de cultivo• a.x~nioo• pero se consider6 al antígeno como suficientemen 

te especifico. 

Lewis y Kessel probaron eate ~ntígeno en el suero de un enfermo 

con amibías is hepAtica y obtuvieron una reacci6n positiva de 1:520,000. 

KETODOS SEROLOGICOS DE EJIPLEO ACTUAL. 

:!:n todos los m~todos se emplea antígeno amibiano obtenido de culti 

vos ax~nicos. 

REACCION DE FIJACIC!f DEL COMPLEMENTO. 

La t~oníca de fijaci6a del complemento consta de dos etapas, en la 

primera hay consumo.de complemento si se lleva a cabo la reaoci6n ant!ge

no-antioueepo: ( 12 ), despu~s se adiciona un sistema hemolítico. 

En la primera etapa, se ~ncuba 18 horas a 5°c y 30 minutos a 37°c 

la mezcla constituida por el antígeno y ~1 suero del paciente ( prevía-

mente inactivado por calentamiento para destruir su complemento ) y 2 Uní 

dad es U ) de complemento de cobayo. 

Al terminnar la primera incubaci6n se añade el sistema hemolítico 

constituido . por gl6bulos rojos de carnero sensibilizados oon 2 U. de hemo 

lisina a.ntioarnero y se inouba nuevamente 15 minutos a 37°c. Si el suero-

del paciente contenía anticuerpos contra el él!ltÍgeno amibiano, al combi-

nars <' el ant ü :eno y l\l anticuerpo se fija a las 2 U de complemento, por J, 



( 15 ) 

lo tanto ya no hay complemento libre y ao soa ·1ieadoe los gl6bulos rojos, 

lo que indica la presencia de anticuerpos antiamibianos y consecuentemente 

un diagn6stico positivo. 

~ cambio si no hay anticuerpos en el suero del paciente, no se ~ 

lleva a cabo la fijaci6n del oomplemeato en la primera etapa, quedaado '! 

te libre para lisar los gl6bulos rojos lo que indica que el suero no oon• 

tenla anticuerpos antiamibi~os. 

Estas reacciones no son mu.y empleadas porque su sensibilidad .. ~~O! 

parable a la de otras pruebas m¡s sencillas y r¡pidas en su ejecuci6n. 

DIMUNOPRJ!n!PITAC!Cfi. 

La tAcnica de la doble difusi6n en gel de agar consiste en prepa

rar una placa de agar sobre una superficie perfectamente nivelad.a, en es

ta placa se practica una serie de cortes de fonna circular mediante UJl cor 

tador met,lico, dispuestos en forma de roseta¡ uno central y 6 en la per! 

feria. 

Los pozos de la periferia ee llenan con los sueros problema y el

pozo central se llena coa antígeno amibiano. Si existen anticuerpos en ~ 

los sueros problema se formar~ bandas de illllllliloprecipitadoa al ponerse -

en contacto el antígeno con el anticuerpo. 

Como prueba de diagn6stico de la amibiasis tambien ea poco utili

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

su resultado. 
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REACCION DE ANTICUERPOS FLUORESCENTES. 

Para la técnica de anticuerpos fluorescentes de Goldman ( 13 ) se 

emplea el método indirecto el oual consiste en hacer un frotis con trof~ 

zoitos que se fijan oon acetona, despu~s se cubren con el suero problema

y se incuba a 37°c durante 30 minutos en º'mara húmeda, se lava la prepa

raoi6n y se oubre con el suero antiglobulina humana, obtenida en oonejo,

marcado con fluoresceina, se procede de nuevo a incubar y a lavar la pre

paraoi6n, y observar al microscopio oon luz ultravioleta, si la prueba re 

sulta positiva se v erln los trofozoitos fluorescentes. 

Este m!todo es muy sensible pero su uso est' limitado por la neoe 

sidad de contar con el microscopio de luz ultravioleta y cultivos ax!ni-

cos de Entamoeba histolytica para la preparaci6n de los frotis con trof~ 

zoitos. 

COMTRAINMU!fOELECTROFORESIS. 

La técnica de ls contrainmunoelectroforeeis utilizada previamente 

en otros estudios inmunol6gicos, se aplio6 a la investigaci6n de las reac 

cienes seroló~icas de la amibiasis invasora, partiendo de dos ideas: ( 14 ) 

a} Los anticuerpo• antiamibianos se localizan en la irununoglobulina O y

por tanto se desplazan hacia el º'todo bajo el efecto de la corriente · - ~ 

eléctrica¡ y 

b) El ant í 1~no amibaino se moviliza hacia el ~nodo, por influencia de la 

cor riente el ectroforética. 
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Es una t~cnica sensible y ripida que requiere poco tiempo y el e! 

pleo de un • aparato de eleotroforeaia, el m6todo y sensibilidad se desori 

ben en los capítulos posteriores. 

AGLUTINACI~{ Eli LATEX. 

La reaoci6n de aglutinaci6n en litex ea la de m'1'or empleo en 

nuestro , medio y sirve como m~todo de selecci6n para saber ai en un suero 

problema llXisten e.ntiouerpos antiainibianos, su resultado positivo se re-

port~ de aouedo a la iJl.tensidad de la reaoci6n asignindole de u.na a cua-

tro oruoes. 

El antígeno amibiano se presenta liofilizado, estandarizad.o y pu

rificado para ser rehidratato oon una suspensi6n de l'tex poliestireno. 

Loa detalles del mAtodo y la evoluci6 de su sensibilidad,.se dan en loa~ 

capítulos posteriores. 

REACCION l)~~ Hl<l!AGLUTINACIOO INDIRECTA ( .15 ). 

El an.t!~eno amibiano se adsorbe en eritrocitos humanos del grupo

o, o de carnero, lavados y tratados con icido t6n.ico, y ?&ra e• conserva

oi6n se liofilizan. Est·os eri trooi tos sensibilizados oon antígeno amibia

ao reaccionr.n oon los anticuerpos presentes en el suero. La prueba es cuan 

titativa por lo que usualmente es un m~todo de oomprobaci6n. 

Puede realizarse por macro y microi,enioa. La ma.orot,cnica me 11! 

va a cabo prob'-ndose una serie de diluciones seriadas de los sueros pro-
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blema con trie-amortiP,Uador que van desde 1:32 a 1:8,192. 

Una vez que se lleva a cabo la reacoi6n con el antígeno amibiano

se interpretan sus resultados de la siguiente manera: en la reacci6n pos! 

tiva se forma una capa homog~nea de los eritrocitos el combinarse con el

a.nt{p;eno amibia.no. w~ la r•acoi6n negativa se forma un bot6n de eritroci

tos en el fondo del tubo o de la exoavaoi6n. La máxima diluci6n que prese~ 

te formaci6n de capa homo~nea o bien un anillo difuso ser' el titulo de

la reacción. 

Un resultado positivo ma.;ror de 1:128 es indicativo de que la infe~ 

ci6n por Entamoeba hiatolytica ea reoiente, pero si el título de anticuer 

poe presentes en el suero sobrepasa de 1:1024 la infecci6n es actual. 

Como en las demás pruebas es necesario efectuar reacciones simul 

taneas con sueros control positivo y negativo. 
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C A P I T U L O II 

!1.ATERIAL Y METODOS. 

Jml'OD() DE AOLUTINACICN EN PLACA. 

Fundamento: En esta reacci6n se emplean partículas de lltex polieatireao, 

recubiertas con un extracto purificado y estandarizado de un cultivo axA

nico de Ehtamoeba histolytica; estas partícula~ al estar en contacto oon

los aaticuerpos sapec!ficos, forman agregados apreciables a simple vista. 

~ATERIAL BIOtoarco. 

Se emplean equipos comercia.lizados que constan con: 

Antígeno amibiano: Se presenta liofilizado, en cantidad BUficiente para-

sensibilizar la suspensi6n de lltex que viene en el equipo. 

SUsoensi6n de lltex: Se presenta en una .. polleta conten.iendo Ulla auapen

si6n de partículas de lltex poliestireno. 

suero control positivo: Se presenja liofilizado, para su empleo se rehidra 

ta oon 0. 2 ml de agua destilada. 

Suero control ne¡:;ativo: Se presenta liofilizado se rehidrata con 0.2 ml i

de agua destilada. 

Sueros problema. 
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EQUIPO. 

Placa para la reacci6n: En una placa de vidrio común se marcaron cuadros

de 2 ><. 2 0111 para caia serie d.• pruebas. Para pruebas inliivicluales pueclen ~ 

usarse portaobjetos. 

Aplicsdores de madera. 

Pipetas capilares. 

'l'Ex:NICA. 

l. Loa sueros problema . se calientaa a ó2°c durante 30 miau.tos, para iaac 

tivar el complemento que puede dar reacciones falllraa poaitivu. 

2. Senaibil i zaci6n del litex: Usando una pipeta capilar •• traasfiere la 

auapensi6n de látex a la ampolleta que contiene el ant!geao amibia.no lio

f ili zado y s e mezcla hasta disol ver el antígeno complet&ll!ente. Se deja ra 

posar por lo menos 5 minutos antes de usarlo. 

3. Se toma suspenei6n de l¡tex s~nsibilizado con U.11& pipeta capilar y se 

deja c aer una ~ota pa~ cada prueba en cada uno de los cuadros d• la pla

ca, junto, s e deposita una p,ota, medida tambien con pipeta capilar, del--

1mero problema. 

4 0 Usando un aplicador de madera diferente para cada reaoci6n se mezclan 

perfectamente las dos gotas. Luego ae imprime un movimiento de rotaci6n-

a las Rota s sobre la placa durante 5 minutos y se observa la reacci6n. 
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INT'i':RPRM;T AC IOM. 

Formaci6n de ac'lllnulos de partículas ~ Reacci6n positiva. 

La mezcla permanece homog~nea s Reaoci6n negativa. 

Simultaneamente se hacen reacciones con los sueros ~ontrol Positivo y Ne

~tivo para que airvan ooMo punto de comparaci6n para la lectura. 

Aspecto de las reacciones positiva y ne gativa. 

Homog~nea: !~ e~ativa Aglutinaoi6l!l: Pol!li ti va 
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CONTRAINMUNOEL@JTROFORESIS. 

Fundamento: Cuando ea ua campo el~otrico se coloca un ant!geno cuya movil! 

dad es del cátodo ( - ) hacia el ánodo ( + ) y frente a 'l se colocan 11t1s 

correspondientes anticuerpos, como ~stos siempre migran del ánodo hacia-

el cAtodo, al aplicar la corriente el,ctrica ambos reactivos miP,ran uno -

hacia el otro y al encontrarse, sí están en cantidades equivalentes se for 

man una o más bandas de inmunoprecipitado. 

~lATBR IAL BIOLOOTCO. 

Ant!~no amibianc: Se empleóel mismo ant!~eno que para lB prueba anterior, 

pero en vez de rehidratarlo con la suspensión de l~tex se disolvió en 0. 2 

ml de a~a destila&a. 

suero control positivo: 

-Buero control ne5ativo: 

§11...!!.ºª problema: 

RE.ACTIVOS. 

Amortiguador de barbital pH 8.6, p~o.05 . 

Amortin:uador de barbital pH 8.6, p•O. Ol. 

r,el de ~~~rosa al 1. 5 % en amorti~ador de barbital pH 8 . 6 , p~o.01. 

Gel di! ª liª r ptlrum al 2. 5 '.;;:, en ª611-ª destil ada. 
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?RZPARAC ION DF. LOS REACTIVOS. 

l. Amorti'!Uador de barbital pH 8.6, pao.05. 

Se pesa.n 1.84 g de icido dietil barbitúrico que se disuelven en 400 ml de 

agua bidestilada a puato de ebullici6Jl, inmediatamente se disuelven en la 

soluci6n anterior 10.4 g de dietil barbiturato de sodio, se deja enfriar, 

ee afora hasta la marca con ap:ua destilada. Se ajusta su pH a 8.6 con ~i 

do clorhídrico 0.1 !. 

2. Amorti .c:uador de barbi tal pH 8.6, )l•0.01. 

El amortiguador de barbital de pH 8.6, µ•0.05 se diluye con agua bides-

tilada en 1'.)roporci6n 1: 5 a.si ae tendr' una fuerza i6nica de 0.01. 

:J?. . : ' . 

EQUIPO. 

Aparato de electroforesis. 

Placa!! de vidrio común de 9 • 18. 5 cm. 

Nivel de gota. 

Tiras de pap!!l filtro Whatman !lo. 1 de 18 om de largo por 5 cm de ancho. 

Pl antilla. 

Cortador circular de metal de 3 mm de di,metro. 

Una broc ha pequeña. 

Apl ic adores de madera. 

Tubos de en s ayo de 13 ~100 mm. 

Pi pet as de 1 y 10 ml. 

Pi p~ t as c ooil ar cs . 
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PBEPARACICW DE LAS PLACAS. 

l. Las placas de vidr:i.O limpias y perfeotemente de•engras_.aa, se ba.rai• 

za.n mediante una brocha pequeña ooa gel d.e agar Pllrum al 2. 5 -; en egaa b! 

destilada, para que cuando se praotiquea lo• corte• d.e lo• pozos los fon

dos di'! ellos qued.aa sellatlo• evitando .así que •e difundaa lo• reactivo• 

entre la placa de vidrio y el ~el. Debe procurarse no pasar la brocha 2 

vece• por el mismo lugar. 

2. La placa ya •ellada se coloca sobre una superficie perfectamente nive 

lada y se le vaciáa encima 28 ml aproximadameate de gel de agarosa al 10 5 

~ en amortigulUlor de barbital flH 8.6, ,.0.01 a uaa temperatura de aáe o

menos soºc. 

3. Se .•. deja solidificar el gel y la placa se coloca en el refrigt1rador d'!! 

rante 10 miauto• aproximadamente para lo~ar la solidifioaoi6a oOllpleta-

tlel g•l •~ agarosa. 

4. r.edía11te el cortndor circular y guiándose por la pl&atilla •• haoea--

3 filas de parH de pozos de 3 mm de d1'metro tl•jantlo u:aa separac16a de 5 

mm t'!ntre los bordes de los pozos pares y de 10 mm de 11eparaci6n entre dos 

f i las de pozos pares ( Figura No. 1 ). 

5. Mt'!diante un aplicador de madera terminado en punta muy aguda se reti

ra el gel de los co~te• quetando los pozos . ya listos pe.ra ser llenado•. 

PR};PARAC ION DE LAS DILUC I CNES. 

Los sueros problema se corrieron en diluoione• seriadas para tener resul-
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tados s emicua.ntitativos para lo cual se proceai6 de la siguiente manera: 

Para preparar las diluciones de los sueros se emplea el amortiguador de 

barbi tal pH 8.6 y pi.-0.01. Para ello se utilizan tu}>OB de 15~100 1111n, ea 

cada uno de los cuales se colocan 0.5 ml del amortiguadcr, al primer tubo 

se le agre~a 0.5 ml del suero problema y se mezcla perfectamente y de Aa 

ta, que es la diluci6n 1:2, se toman 0.5 . ml y se pasa.a a un se~ndo tubo

para tener una diluci6n 1:4 se mezcl~ biea y de esta diluci6n se toman ~ 

0.5 ml que se pasan a un tercer tubo para hacer la diluci6n 1:8 y así su

cesivamente se preparan l as diluciones hasta el tubo 12 en el cual tendre 

mos una diluci6n del suero problema de 1:2048. 

Las diluciones de los suero• se preparan al momento de usarse . 

CARGADO DE LAS PLACAS. 

Por medio de las pipetas capilarea se procedi6 a lleaar uan fila horizon

tal de pozos oon suero problema y aus diluciones, mientras que en la fila 

de pozos opuesta se llenaroa con ant!geao amibiaao. 

Los pozos deberán llenar•• al ras te manera que no quelien semillenos ni -

que tilmpoco se derrame su contenito. 

De iJ;('Ual manera se procedi6 a lleaar una fila con loe sueros oontrol Posi 

tivo y Ne gativo dispuestos igual que los problemas y el antígeno. 

CORR IIH~TO EL!~'C TROFORETICO. 

l. Los dos ~- omp ;;irt imentos de la cámara d" electroforesis, s e llenan con

•·"' ºrt i~ador rle barbital pH 8.6, µ= 0.05 qu~da.ndo al mismo nivel, este 
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amortiR;Usdor debe ser cambia&o cada dos corrimientos electrofor€ticos. 

2. La placa ya cargada con lo• sueros problema, se coloca en el soporte

de la olmara de electroforesis y se hace el contacto entre ella y el amor 

tiguador mediante las tira11 de papel filtro Whatman No. l. 

3. Se conecta la c4mara de electroforeai• a la fuente de poder, colocaa

do los sueros del laAio .del Ñloto ( + ). y el antígeno d.el lad.o del cátoto-

( - ).-

4. Se aplica corriente el,ctrica durante 30 minutos a una inteasid.ad de-

160 Voltios/cm y 16 mA. 

5. !!na vez termin•do el corrimiento electroforético, la plaoa se saca d.e 

la clmara y se hace l a lectura colocandola sobre fondo negro y con ilumi

naci ón lateral para destacJLr más las bandas. de precipi taci6n. 

6. La máxima dilución que d' una banda de precipitación definida, ser' -

el título de l a reacción. 

Para tener control s obre el sistema se corren simultaneamente aueros neg! 

tivo , y 'positivo. 

Si se desea intensificar las bandas de inmunoprecipitados se pueden teñir; 

para esto, las placas se lavan durante 24 horas c on s olución salina isot6 

nioa oambiandcla con frecuencia para eliminar todas las proteínas que ao

reaccionaron, después de lavadas las placas se cubren durante 5 minutoa -

con un colorante p;i.ra proteínas, como por ejemplo rojo de Poncean, Negro

de amido etc. 

Transcurrido el tiempo de coloración las pls.cas se lavan para eliminar f".l 

exceso de colorant e y destacar las bll.J\das d~ prMip i taci61. 

Si se empl ea ner;ro de amido el líqu ido de lavado, metanol-ac~tico ( 9/3 ) 
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puede recuperarse, si se trata con carb6n ve~etal activado hasta su com~ 

pleta decoloraci6n y se filtra. 
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UTILI?.ACICW DE ESTE SISTEMA PARA LA INVESTIGACIC'tl SDIULTANF~ DE OTROS 

ANTIG:Elf0S Y ANTICUERPOS. 

Para aprovechar al mlximo las placas se corrieron aimultaneamente varioe

eueros problema con su control positivo y negativo y ad.em'8 otros sueroa

para l a deteooi6n de otro tipo d.e anticuerpos o01110 anti••perma y aaticue~ 

pos frente al ant!geao asociado a la hepatitis B para la i.Jlveatigaoi6a, -

así como de <>l.1 fetoprote!na, .prod.uctoe de degradaci6n del fibria6ga•o D y 

E, y dlll propio et'!igeno asociado a la hepati tia B. 
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C A P I T U L O III 

RESULTADOS. 

No. de eu~ros Aglutinaoi6n ContrRinmunoel€ctro-

en placa foresüs 

?4 nep, neg 

5 neg 1:1 

3 ne.15 1:2 

12 + 1:2 

4 + 1:4 

1 + 1:16 

6 ++ 1:1 

1 ++ l·? 

5 ++ 1:4 

1 ++ 1:8 

1 ++ 1:16 

;> +++ 1: 2 

3 +++ 1:4 

6 +++ 1:8 

3 +++ 1:16 

3 ++++ 1:2 

9 ++++ 1:4 

5 ++++ 1: 8 

4 ++++ 1:16 
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C A P I T U L O IV 

DISCUSION. 

Para las reacciones de aglutinaci6n el antígeno se rehidrat6 con una sus• 

pensi6n de l'tex poliestireao, mientras qi.ie para las reacciones de preci

pi taci6n se rehidrat6 con agua destilada. Los sueros problema se estudia

ron por ambos m~todos. 

En 32 casos estudiados se encontr6: 75 % de concoriancia ea negatividad -

por ambos m'todos, y en 8 casos ( 25 % ) se encontr6 negativiead por agl~ 

tinaci6n y positiviiad por contraiamunoelectroforeais¡ en el 37.5 ~ de es 

tos casos positivos fu' posible determinar por medio de la historia cl!ni 

ca que se trataba ciertamente de amibiasis invasora, por lo ,que cabe pen

sar que la contraillJllU.Aoelectroforesia es mis sensible que la aglutinaci6n 

en la detección de anticuerpos antiamibiaaos. 

En uno de los sueros positivos por contraillll1UAoelectroforesis se vi6 en

la historia clínica que el laboratorio babia reportado que existía unci-

nariaais. 

De los 66 casos positivos comprobados por ambos m~todos se enoontr6: 63.6 

~ de concordancia en el grado de positividad, quedando un 36.3 % en valo

res discrepantes de título de anticuerpos, obaervindoae que las reaocio~ 

nes de aglutinaci6n fueron m's definidas. 

Por el mayor ni1mero de casos positivos obtenidos por contrainmunoelectro

for~s i B ( 100 % ) podemoe decir que: el antÍff8nO utilizado puede emplear

s e taAto para la detecci6n de anticuerpos antiamibianos aglutinantes y -

precipitantes. 
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CONCLUSIOOES. 

l. El antígeno desarrollad.o para la prueba ie aglutinaci6a en plaoa pue

de emplearee tambiea, hidra.talio con agua destilada para la reacoi611. de _ 

ooatrainmunoelectroforeeia. 

2. Tomando como base loa resultad.os obteaidoe, la coatrat..uaoelectro!o

reeis moetr6 ser m's sensible a la detecci6a de anticuerpos antiamibianoa 

qur l ~ a glutinaoi6a ea placa. 

3. La ooatraiamuaoeleotroforesia mostr6 uaa positividad de 100 % en loa

sueroe estudiados, mieatrae que la aglutiaaci6a en placa di6 una positiv! 

dad de 89.1 "f,. 

4. La coatraiamunoelectroforeeis ea una t'caice aei:ioilla que puede lle

varse a cabo f'cilmente, la ú.aioa te ... eataja es qUe requiere te ua aparato 

ie electroforesis. 

5. Tiene la ventaja de que en uaa miama plaoa i• ~1 1 puedeit oorr1ra1 T! 

rías mueatras, ya sea para la iavestigaoi6a de los aatiouerpoe utiamibi! 

nos o para la detecci6n de otro tipo de a.Dticuerpos, OOllO por ejemplo: &!, 

tiesperma, o de aatígenoe co•o el antígeno aeociad.o a la hepatitis B, "'<:', 

fetoprot•Í•a y productos de degradaci6i:i del fibrin6geno D y E. 

6. La aglutinaoi6n ea litex se rec;mieada como prueba de selecci6n ya que 

no requiere equipo te l aboratorio, es de ejeouc16n muy sencilla y los re

sultados se obtienen en unos minutos, ~os terior a esta prueba de seleo -

ci6n, los cas os positivos se comprobar'n por contrainmunoelectroforesie 

para dar adem~e el título de anticuerpos presente. 



( 33 ) 

C A P I T U L O V 

B I B L I O O R A P I A • 

l. Sepúlveda B. 1970 !Rtroducci6n al eetudio de la amibiasi•. A.rob. !Jtv. 

Med ( Mex ) 1, Supl. No. 1,5 

2. Sepúlveta B., M. D• La Torre., y R. De La Hoz-Couturi•r., 1971 La am! 
biaeis invaBora por Eatamoeba histolytica. Gaceta Medica d• Mlxioo. Vol • 

.!QQ, No. 3, 203. 

)'. Perches A., R. Kretsohmer., E. Lee., y B. Sepúlveda., 1970 Determua

ci6n de i•mUlloglobuliaas del suero •n pacientes con amibiasi• iavaaora. 

Arch. Inv. Met ( Mex ) 1, Supl. No. ¡,97. 

4. JCretschmer R. y M. L6pes-Osuna., 1971 Estuiioa sobre iJU1U.aidaa celu

lar ooft antígeno amibiano ax'nico y ' aus fraccioaea. Arch. Iav. Mea ( Mex ) 

2, Supl. No. 1,269. 

5. Aguirre-Garoia J., 1970 Peculiaridades histopatol6gicaa ie la lesi6a 

amibiana. Arch. Inv. Y.ed (Y.ex ) 1, Supl. No. 1,147. 

6. Flores-Barroeta F., R. Saavedra-3himidzu., y F Velaaoo-Aviles. 1970 -

Invas i6n de l<Jatamoeba histolytica a divera~a 6rp,a.nos y tejidos en sujetos 

humanos. Aroh. Iav. Med. ( Mex ) 1, Supl. No. 1,1 29. 

7. Lee E., O. Palacios., y R. Kretechmer., 1970 Localizaoi6n del anti~ 

cuerpo antiamibiaao ea las inmunop,lobulinaa de suero humano. Arch. Inv. -

l!ed. ( Mex ) 1, Supl. No. 11 101. 

8. Lee E., O. Palacios., y B. Sep~lveia., 1970 Iarnunoeleetroforesis tel 

AAtÍ~ao amibi<mo. Arch. Inv. Med. ( Mex ) 11 Supl. No. 1,91. 



( 34 ) 

9. De La Torre M., R. JJe La Hoz-Couturier., L. Landa., y B. Sepúlveda.,-

1971 Cultivos ax~nicos de Entamoeba hiatolytica Aroh. Inv. Y.ed. ( Mex ) 2 

Supl. No. 1,166. 

10. ".:ndera B. , y K. D. Hungerer., 1974 Serodiagnosis ia Amoebiaais. La

boratory notes for Medica! Diagnostica. 

ll. Philips B. P., 1950 Cultivatioa of Elltamoflba histolytica with ~ 

nosoma cruzi. Science. Vol • .!.!l.• No. 81,2871. 

12. Bellanti J. A., 1972 Fijaei6n del complemento. Inmuaolog!a. Ed. Ia

teramerica&a. Pag. 170. 

13. Mancera-Massieu R., Lehmann-AzcuagaY., y S. Oastro-Vargas., 1971 --

Reacciones serol6gicas en la amibiasis invasora con la t!cnica de aati--

cuerpos fluorescentes. Arch. Inv. Med. ( Mex ) 2, Supl. No. 1,255. 

14. Sep~lveta B., E. Lee.,y L. Landa., 1971 El tiagn6stioo serol6gico de 

la amibiasis invasora con la t~cnica de inmunoelectroforesis cruzada. 

Arch • Inv. )!et. ( Mex ) 21 Supl. No. 1, 26 3, 

15. Sep'úlved.a B. 1 1970 Re¡¡ociones de hemaglutinaci6n y de precipi taci6n 

oon antígeno amibiano ax6nico en amibiasis invasora. Arch. Iav. Y.ed. 

( Mex ) 1, Supl. No. 1,111. 


	Portada
	Índice
	Introducción
	Capítulo I. Generalidades
	Capítulo II. Material y Métodos
	Capítulo III. Resultados
	Capítulo IV. Discusión
	Capítulo V. Bibliografía

