< UERSIOAD NACIOVAL AUTONOIA D iy >

% % ; UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA

DE MEXICO

FACULTAD DE QUIMICA

IDENTIFICACION DE ANTICUERPOS Entamoeba histolytica

MEDIANTE EL METODO DE INMUNOCROMATOGRAFIA

TESIS

QUE PARA OBTENER EL TiTULO DE

QUIMICA-FARMACEUTICA-BIOLOGA

PRESENTA:

KARINA SUAREZ ALVAREZ

MEXICO, D.F. 2010



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
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 imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd 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,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



Quiero agradecer a todas las personas que han creido en mi durante este largo
camino. Este proyecto se logré gracias a su amor,
carifio, apoyo, comprension, sus consejos, su paciencia y su fe en mi.
A mi mami, por hacerme la persona que soy. Valio la pena arrancar tantas hojas del
cuaderno.
A mi papi, por toda la motivacion que encontré en cada recadito.
A mi hermana, por todo su apoyo y sus palabras.
A mis abuelos por ser mi gran ejemplo de vida.
A mis primos y tios por su interés y apoyo.
A Jacobo por su apoyo incondicional.
A mis amigos que los considero mis hermanos.
A todos aquellos companeros que un dia me ayudaron en una clase, en una tarea,
en una practica e inclusive en un examen.
A todos aquellos maestros que vieron mas alla de una calificaciéon y apreciaron mi
esfuerzo y dedicacion.
A mi tutor por su infinita paciencia.
Cada éxito logrado y cada fracaso vivido, formo la persona que soy. Y me
enorgullece compartir este proyecto de vida con ustedes,
las personas que amo. Gracias por ser mi inspiracion y nuevamente gracias por

haber creido en mi.



INDICE

OBJETIVO GENERAL

OBJETIVOS PARTICULARES

INTRODUCCION

MARCO TEORICO

1.

2.

Problemas a Nivel Salud Publica
Epidemiologia

Morfologia de Entamoeba histolytica
3.1 Trofozoito

3.2Quiste

Forma de transmision

Ciclo de Vida

Patogenia

6.1 Adherencia

6.2Penetracion

6.3 Propagacion

Inmunologia

Manifestaciones clinicas
8.1Sintomatica — Asintomatica
8.2 Amibiasis cronica

8.3 Amibiasis aguda

10

10

12

13

15

16

17

17

17

19

20

20

21

22



8.4 Colitis amibiana
8.5Disenteria amibiana fulminante
8.6 Amibiasis extraintestinal
8.7 Absceso hepatico
9. Tratamiento
10. Diagnostico
10.1 Técnicas microscopicas
10.2 Técnicas isoenzimaticas
10.3 Pruebas inmunoldégicas
10.3.1 Prueba de ELISA
10.3.2 Deteccion de antigenos
10.3.3 Inmunocromatografia
10.4 Pruebas basadas en ADN

11. Fosfopeptidoglicano

METODOLOGIA

(0]

o

Ensayos entre Antigenos y Anticuerpos homologos

Técnica de Precipitacion

Técnica de Aglutinacion

Desarrollo de Técnicas Inmunocromatograficas

RESULTADOS

(0]

Ensayos entre Antigenos y Anticuerpos homologos

Técnica de Precipitacion

Técnica de Aglutinacion

22

22

23

23

24

25

25

27

27

28

29

29

34

35

37

37

38

39

41

41

42



o0 Desarrollo de Técnicas Inmunocromatograficas

PROPUESTA DEL PROYECTO

I. Preparacion del Oro Coloidal

e Precauciones del material y reactivos

¢ Antigeno

¢ Oro Coloidal

e Amortiguadores

e Conjugacion

II. Desarrollo de tiras rapidas inmunocromatograficas

[ll.Estandarizacion y validacion de la Técnica de Inmunocromatografia
- Prueba de especificidad
- Prueba de sensibilidad

DISCUSION

v Técnica de Precipitacion

v' Técnica de Aglutinacién

v Desarrollo de la Técnica Inmunocromatografica

v Oro Coloidal

CONCLUSION

BIBLIOGRAFIA

ANEXO |

ANEXO I

43

44

44

44

44

44

45

45

46

47

47

48

49

49

51

52

54

57

58

63

64



OBJETIVO GENERAL
Desarrollar el disefio de una prueba diagndstica mediante la técnica

inmunocromatografica para identificar anticuerpos de Entamoeba histolytica.

OBJETIVOS PARTICULARES
1.Disenar en base a la literatura, una prueba rapida capaz de identificar
anticuerpos de Entamoeba histolytica.
2.Construir una tira rapida utilizando anticuerpos monoclonales y un complejo de
oro coloidal.

3.Disefar un método para estandarizar y validar la prueba diagnostica.

INTRODUCCION

La amibiasis es una infeccidén parasitaria causada por Entamoeba histolytica, la
cual se considera una de las mas comunes a nivel mundial. Las manifestaciones
que se presentan durante la amibiasis incluyen disenteria y enfermedades
invasivas extraintestinales.

Entamoeba histolytica es un protozoario Rhizopodo, no flagelado, el cual se
puede encontrar en forma de trofozoito o quiste. Su forma infectante es el quiste y
su forma invasiva es el trofozoito. Se caracteriza por causar disenteria amibiana y
absceso hepatico. El trofozoito se identifica por su nucleo, mientras que el quiste
por su resistencia a la desecacion y al acido gastrico. La infeccion con

Entamoeba histolytica ocurre debido al esparcimiento fecal en agua y alimentos
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contaminados. El absceso hepatico ocurre debido a la migracion del parasito via
vena porta. ElI diagndstico se realiza, generalmente, por técnicas
coproparasitologicas. Sin embargo, el diagndstico microscépico conlleva
limitaciones, como no tener la capacidad de distinguir las especies patogenas (E.
histolytica) de las especies no patdégenas a nivel morfologico (E. dispar y E.
moshkovskii).

Actualmente existen distintas pruebas diagndsticas que sobrepasan la deteccidn
microscopica del parasito y facilitan su identificacion. Las pruebas inmunoldgicas
estan disefiadas para detectar la presencia de anticuerpos producidos en
respuesta al agente infeccioso. La ventaja que presentan es que los anticuerpos
pueden permanecer en el suero de los sujetos infectados por periodos
prolongados y son detectables aun en casos en los que la infeccion es
asintomatica. En la actualidad se utilizan los métodos automatizados en camaras
de multipozos tipo ELISA, asi como las pruebas rapidas, en las cuales los
anticuerpos a detectar se fijan a una tira de membrana que se sumerge
directamente en los reactivos de deteccidn y revelado, con obtencion en pocos
minutos del resultado. Las pruebas rapidas son tiras diagndsticas que tienen
como principio la inmunocromatografia para identificar antigenos o anticuerpos;
un reactivo (antigeno o anticuerpo) es reconocido por otro reactivo (anticuerpo o
antigeno respectivamente) contenido en un liquido que migra a través de
membranas.

Para mejorar el diagnéstico de la amibiasis se han evaluado técnicas como la

inmunocromatografia, la cual permite visualizar la reaccion antigeno-anticuerpo
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por la acumulacion del oro coloidal del conjugado en zonas especificas en
membranas de nitrocelulosa donde se fijan previamente anticuerpos de captura.
La sensibilidad de la prueba es de 95% en comparacion con un analisis por
microscopia'’.

La inmunocromatografia permite comprobar que el complejo de oro coloidal con
los antigenos migran sobre una membrana de nitrocelulosa para reaccionar
especificamente con los anticuerpos inmovilizados en la membrana, dando
bandas coloreadas por la acumulacion del oro coloidal del conjugado. La
membrana de nitrocelulosa permite la migracion por capilaridad del liquido y
solutos y a la vez conserva activos los anticuerpos fijados.

La preparacién del complejo de oro coloidal con los antigenos depende de
algunas interacciones como la atraccion electronica entre las particulas de oro
cargadas negativamente y los sitios del antigeno cargados positivamente, el
fendmeno de adsorcién incluyendo la cavidad hidrofébica en la union del antigeno
con la superficie del metal, y el potencial del enlace covalente del oro para liberar

los grupos sulfihidrilos.



MARCO TEORICO

1.Problemas a Nivel Salud Publica:
Las infecciones intestinales provocadas por parasitos (protozoarios y helmintos)
se encuentran entre las 20 principales causas de enfermedad en nuestro pais. La
amibiasis, con sus diferentes manifestaciones clinicas, se encuentra dentro de las
primeras 5 enfermedades. La mayoria de las infecciones intestinales provocadas
por parasitos son infecciones multiples. Esto le brinda gran complejidad al

diagnéstico de las infecciones intestinales parasitarias.

2.Epidemiologia
La amibiasis es una infeccion parasitaria causada por Entamoeba histolytica, la
cual se considera una de las mas comunes a nivel mundial. Esta enfermedad se
presenta en un 10% de la poblacion mundial, infectando aproximadamente 50
millones de personas y causando hasta 100 mil muertes al afo por
complicaciones. Asi, la enfermedad se coloca en segundo lugar después de la
malaria en mortalidad por parasitos protozoarios. Este protozoario se caracteriza
por tener una distribucion global y una alta prevalencia en paises donde
predomina la pobreza socioecondmica y la falta de condiciones sanitarias. En
paises desarrollados como Europa y Estados Unidos, la prevalencia se debe a
viajeros que son infectados al visitar regiones endémicas, e inmigrantes de un
pais en vias de desarrollo. Los portadores sanos tienen un papel muy importante

de manera epidemiolégica, ya que se consideran la primera fuente de
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diseminacion de la infeccion. La prevalencia de infeccion amibiana en hombres
homosexuales es alta, ya que logra confundirse con Entamoeba dispar, el cual es
un protozoario no patégeno bastante frecuente. La mayoria de los individuos
infectados son portadores asintomaticos, ya que Entamoeba histolytica se
considera patégeno y es la principal causa de amibiasis invasora'.

Las personas que padecen amibiasis, pueden o no presentar manifestaciones
clinicas. Aproximadamente el 10% de los casos presentan sintomas,

principalmente, a nivel intestinal y extraintestinal.

3. Morfologia de Entamoeba histolytica

Entamoeba histolytica es un protozoario Rhizopodo que se mueve por
pseudopodos. Se presenta en dos estados morfolégicos principales: trofozoito, y
quiste.

3.1 Trofozoito

El trofozoito se caracteriza por un notable pleomorfismo y por su movimiento. Se
multiplica por fisidbn binaria y es muy sensible al jugo gastrico y a agentes
externos. Su tamafo es muy variable y oscila entre los 10 y 60 uym; sin embargo,
es mas frecuente entre 15 y 30 um. Se localiza generalmente en el lumen del
intestino grueso. El trofozoito presenta un citoplasma dividido en dos porciones: la
externa llamada ectoplasma, la cual ocupa aproximadamente la tercera parte del
parasito; y una porcion interna denominada endoplasma de granulos finos que
contiene por lo general globulos rojos en varias etapas de desintegracion,

vesiculas y vacuolas pero no bacterias. El ectoplasma es hialino, transparente,
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retractil y casi sin granulaciones. Los pseuddpodos son prolongaciones del
ectoplasma y proporcionan movilidad al parasito. Se puede encontrar organelos
como vacuolas que contienen eritrocitos, bacterias, restos celulares; esto le da
una apariencia granular cuando se observa en fresco. Los ribosomas se disponen
en el citoplasma amibiano en forma de cumulos helicoidales, los cuales se
agregan en los quistes y en los trofozoitos en reposo. Consta de un nucleo, el
cual, no tiene posicion fija en el citoplasma; mide de 5 a 7 micras de didmetro. La
cromatina nuclear se encuentra en forma de pequenas granulaciones de tamafo
uniforme. El trofozoito se nutre por fagocitosis a expensas de los tejidos disueltos
y hematies, y se ayuda de los pseuddépodos. Al microscopio electronico no se

logra detectar el aparato de Golgi, microtubulos del citoplasma, ni reticulo

31,32,35

endoplasmico rugoso.

Figura 1A: Trofozoito de Entamoeba histolytica.35
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Figura 1B: Trofozoito de E. histolytica/ E. dispar. *

3.2 Quiste

El quiste es la forma infectante. Es redondo u oval y mide entre 10 y 16 ym de
diametro. Posee una pared lisa entre 0.5 y 0.6um. Es resistente al jugo gastrico y
factores ambientales externos como el cloro. Se forma por evolucién del
trofozoito. Los quistes jovenes son uninucleares, tienen algunos cuerpos
cromaticos y vacuolas de glucdégeno. Después de un periodo de 24 horas, el
nucleo se divide dos veces hasta formar el quiste maduro, el cual posee 4 nucleos
y desaparece el glucogeno, y los cuerpos cromaticos se hacen poco visibles. El
nucleo mide entre 2 y 3 um de diametro y tiene la misma estructura que el nucleo

del trofozoito. Cabe mencionar, que solo los quistes maduros son infectantes.

31,32,35
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Figura 2: Quiste de Entamoeba histolytica/E. dispar. *°

4. Formade transmision:

Se considera que la fuente de infeccidn y diseminacion de Entamoeba histolytica
es el hombre, por lo cual se le considera como el principal reservorio. La
transmision pude realizarse por contacto directo, fomites o participacion de
transmisores bioldgicos en el arrastre mecanico de quistes.

En el contacto directo, el parasito pasa de persona a persona en forma de
trofozoito, mediante el coito per anus. En los caso de lactantes con amibiasis
intestinal aguda, los trofozoitos se establecen en la piel adyacente.

Dentro de fomites, los mas comunes son: ropa sucia, monedas, transporte
publico, etc. El agua y alimentos contaminados con quistes son otra fuente
importante de contaminacion. Esto se debe a que no existen buenos habitos de

higiene y no se llevan a cabo las reglas de sanidad.
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Los transmisores bioldgicos son generalmente los insectos como las moscas y las
cucarachas como principales responsables de transmitir hacia los alimentos los
quistes de Entamoeba histolytica.

La forma infectante de E. histolytica son los quistes, los cuales pueden
permanecer durante varios dias en las heces y llegan a sobrevivir hasta por 8
dias en el suelo a temperaturas entre 28 y 34°C. También pueden sobrevivir en
su forma infectante en el agua. Las formas mas frecuentes de transmision son la
contaminacion de alimentos y de agua. El mayor riesgo esta asociado con los
portadores asintomaticos de quistes, especialmente si estan dedicados al manejo
y preparacion de los alimentos. Otro riesgo es la forma en que se eliminan las
deposiciones humanas. La contaminacion fecal de las manos por falta de higiene
y la contaminacion del agua a través del fecalismo al aire libre lleva las heces a
depdsitos de agua, lo cual incrementa el riesgo de transmision. De igual manera,
la ruptura de tuberias en drenaje o las inundaciones han resultado fuentes
importantes de contaminacion del sistema de agua potable. El conocimiento sobre
la resistencia de los quistes de E. histolytica a sustancias quimicas ha sido de
gran importancia en el tratamiento de agua potable y en la desinfeccion de
objetos o areas que pueden contaminarse con facilidad. El proceso de cloracion
para purificar el agua es muy Uutil para matar enterobacterias y bacterias
coliformes; sin embargo es insuficiente para matar los quistes de E. histolytica

que se originan por la contaminacion fecal®®.
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5. Ciclo de vida:

El ciclo de vida de Entamoeba histolytica es el siguiente esquema (Figura 3):

Los quistes son transmitidos a través de las heces. La infeccion con Entamoeba
histolytica ocurre por la ingestion de quistes maduros en agua, alimento o manos
contaminadas con materia fecal. El quiste maduro desciende en el tubo digestivo
hasta llegar al intestino, donde previo al contacto y resistencia con jugos
digestivos, se inicia el proceso de desenquistamiento; en el cual la pared de
resistencia se reblandece, los nucleos se duplican a ocho y finalmente se liberan
pequefas formas trofozoiticas llamadas amébulas metaquisticas, las cuales
crecen hasta convertirse en trofozoitos maduros que migran hacia el intestino
grueso. Los trofozoitos se multiplican por fision binaria formando quistes, los
cuales son expulsados mediante las heces. Gracias a la proteccion que les
confieren sus paredes, los quistes pueden sobrevivir dias 0 semanas en el
ambiente exterior y son los responsables de la transmision. (los trofozoitos
también pueden ser expulsados mediante la diarrea, pero son rapidamente
destruidos una vez que salen del organismo por agentes fisicos, y en caso de que
sean ingeridos no sobreviven la exposicidon al ambiente gastrico. En muchos
casos, los trofozoitos se mantienen en el lumen intestinal (infeccion no invasiva)
de los individuos que son portadores asintomaticos, eliminando quistes en las
heces. En algunos individuos, los trofozoitos invaden la mucosa intestinal
(enfermedad intestinal), o a través del flujo sanguineo, sitios extraintestinales
como el higado, cerebro y pulmones (enfermedades extraintestinales), resultando

en manifestaciones patoldgicas. *°
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Figura 3: Ciclo de vida Entamoeba histolytica. 37

6. Patogenia:

Las amebas se multiplican como trofozoitos no invasivos en la luz intestinal,
colonizando el colon y transformandose posteriormente en quistes. En los

cuadros sintomaticos el proceso evoluciona en tres fases:
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6.1 Adherencia: “in Vitro” se produce tanto en las cepas virulentas como en las no
virulentas. “In Vivo” los trofozoitos en forma comensal se adhieren con las células

del epitelio de descamacion. *°

6.2 Penetracién: para llevar a cabo esta fase, es necesario la alteracion de la
mucosa. La penetracion se realiza por las zonas interglandulares del epitelio
debido a la menor resistencia de estas areas. Como consecuencia de la
adherencia se lisan las células del epitelio, destruccion que es potenciada por la
fagocitosis que realiza la propia ameba. La penetracion se realiza con la
intervencion de las enzimas liticas como proteasas y con ayuda del propio
movimiento amibiano. Una vez que los trofozoitos penetran en la mucosa, se
forman en ella pequefios nodulos a consecuencia de la reaccion inflamatoria
tisular, que se ulceran en el centro. Los trofozoitos se extienden lateralmente por
la submucosa, produciendo asi un trastorno de riego sanguineo de la mucosa
que la necrosa y la ulcera. Las ulceras miden entre 1 y 3 cm de diametro y estan
rodeadas de una zona de edema y reaccion inflamatoria, donde abundan las
células plasmaticas, eosindfilos y linfocitos. Las amebas sobreviven en las
lesiones, ya que son resistentes a la accion del complemento y en parte a la

fagocitosis. *°

6.3Propagacion: los parasitos pueden emigrar a zonas adyacentes del intestino y
provocar una intensa reaccion inflamatoria. En ocasiones, los trofozoitos pueden

entrar en el torrente circulatorio y a través del sistema portal llegan a cualquier
17



parte del organismo, especialmente al higado, y dan origen a la llamada amibiasis
extraintestinal. Al alcanzar el higado, las amebas producen inicialmente una
reaccion inflamatoria con posterior necrosis tisular y formacién de uno o varios
abscesos, principalmente en el l6bulo hepatico derecho. En las lesiones, los
trofozoitos, al igual que ocurre a nivel intestinal, se localizan en la periferia. En la
amibiasis hepatica la lesion tisular puede estar diseminada o localizada. Otras
formas de amibiasis extraintestinal suelen tener su origen en los abscesos
hepaticos que se abren directamente al pulmén, pericardio o por via hematica al
pulmoén, cerebro, etc. En el caso de amibiasis cutanea se presenta normalmente
en las proximidades del ano debido a la propagacion de los parasitos a partir de
ulceras rectales. El dafio que produce Entamoeba histolytica se debe a la accién
de sus enzimas (mucinasa, ribonucleasa, desoxirribonucleasa, etc.) las cuales
lisan los tejidos y permiten la invasion de dérganos, aparatos y sistemas del
hospedero. Otro mecanismo de dafio se basa en la capacidad de los trofozoitos
de introducir eritrocitos que posteriormente son destruidos en el citoplasma
amibiano. Y un tercer mecanismo de dafo se basa en el traumatismo directo
tisular que los trofozoitos ejercen al golpear directa y constantemente los tejidos,
con lo que se van separando una célula de otra. Sin embargo, el mas importante

es el mecanismo enzimatico. 4°
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7. Inmunologia:

Tanto en el sujeto portador, como en el sujeto con invasién de tejidos, se induce
una respuesta inmune, desencadenando una respuesta inmunolégica tanto
humoral como celular.

En la respuesta humoral participan las inmunoglobulinas (lg): IgM, IgG, IgA, IgE;
en la celular hay linfocitotoxicidad, actividad amebicida de los macréfagos y los
polimorfonucleares.

En experimentos “in vitro”, se ha demostrado que los anticuerpos especificos
contra el parasito llegan a inhibir el crecimiento de los protozoarios. Existe un
fendbmeno denominado “formacién de casquete” mediante el cual un trofozoito
que tiene anticuerpos fijos rodeando su superficie, los moviliza hasta un punto y
los elimina. En caso de amibiasis invasora, se han detectado titulos altos de
anticuerpos especificos contra Entamoeba histolytica, los cuales han persistido
después de la resolucién clinica y curacién del problema; incluso se ha logrado
detectar anticuerpos hasta tres afios después de un cuadro amibiano resuelto, sin
aparente presencia de infecciones. Se han interpretado la presencia de
anticuerpos séricos anti-amibianos en un individuo como evidencia de invasion
tisular intestinal y extraintestinal, sin embargo, se ha demostrado que estos
anticuerpos pueden producirse por diferentes mecanismos como la absorcién
intestinal del antigeno amibiano debido a la exposicion crénica del parasito, lo
cual sucede en zonas endémicas de infeccion amibiana. En la amibiasis intestinal,
pueden llegar a presentarse anticuerpos de predominio IgG, una semana después

de la aparicion de los primeros sintomas. En cambio, en la amibiasis hepatica, el
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100% de los casos tienen anticuerpos séricos anti-amibianos. Por lo tanto, las
pruebas serolégicas estan limitadas en la amibiasis intestinal. Los anticuerpos vy el
complemento previenen la adherencia del parasito, actuando como primera
barrera inmunitaria en el huésped. Sin embargo, no parecen evitar el proceso
invasor o prevenir las infecciones subsecuentes cuando Entamoeba histolytica ha
logrado su adherencia; incluso hay mecanismos de evasidén de la amiba, como
movilizacibn de los anticuerpos a su casquete polar, los cuales pueden

internalizar o fagocitar. 13234

8. Manifestaciones clinicas:
La amibiasis se puede clasificar por sus manifestaciones clinicas en sintomatica y
asintomatica. Por su localizacidn en intestinal y extraintestinal; y por su evolucion

en aguda y cronica.

8.1 Sintomatica - Asintomatica

El 90% de las infecciones humanas son asintomaticas o gradualmente
sintomaticas. La evacuacion asintomatica de quistes es la manifestacion comun
de Entamoeba histolytica. La desventaja que presenta, es que, aquellos
pacientes colonizados de manera asintomatica por mas de un afio, pueden
desarrollar colitis o enfermedades extraintestinales. Cuando la infeccion es
sintomatica, incluyen dolor abdominal, escalofrios y disenteria amibiana. La
ventaja, cuando se presentan sintomas es que a nivel microscépico, los

trofozoitos son detectados en el tejido de la submucosa intestinal o en muestras
20



fecales tefidas permanentemente. Desde que invade la mucosa del colon, las
heces son practicamente positivas para la sangre oculta. La presencia de cristales
de Charcot-Leyden y sangre son el hallazgo mas comun en una etapa aguda. En
caso de disenteria amibiana, a nivel microscopico también se observan
macréfagos y células polimorfonucleares. La fiebre tiende a ser inusual,
ocurriendo en menos del 40% de los pacientes. Ocasionalmente, los individuos
desarrollan colitis amibiana, con abundante diarrea y presencia de sangre, una
pronunciada leucocitosis y un extenso dolor abdominal, generalmente con signos
peritoneales y una amplia intervencion en el colon. 132343

La amibiasis intestinal tiende a ser asintomatica en la mayoria de los casos
presentados, donde su eliminacién concluye de manera espontanea si los
parasitos viven en la luz del colon o puede llegar a ser invasiva si atraviesan la
mucosa. Se considera amibiasis intestinal invasiva cuando los trofozoitos

colonizan la pared del colon causando lesiones; ésta se puede dar de manera

cronica o aguda.

8.2 Amibiasis cronica

La amibiasis cronica es la mas frecuente de las formas sintomaticas de la
amibiasis intestinal. Presenta colitis amibiana, sin embargo, no presenta cuadro
disentérico. Se caracteriza principalmente por dolor abdominal y cambios en el
ritmo de la defecacion, el cual consiste en el aumento o disminucion del numero
de deposiciones. Ademas puede presentar plenitud postprandial, nauseas y

flatulencias. No se considera grave y no requiere de hospitalizacion. 1133435
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8.3 Amibiasis aguda

La amibiasis intestinal aguda se desarrolla en pacientes con lesiones ulcerosas
extensas en el colon. Se caracteriza por presentar dolor abdominal intenso,
disenteria amibiana. Un sintoma caracteristico de la amibiasis aguda es la
presencia de un gran numero de deposiciones, las cuales, al principio tienden a
ser abundantes y blandas y conforme pasan los dias disminuye el volumen de la
deposicion la cual va a presentar moco y sangre; esto produce pujo, esputo rectal

y tenesmo 11,32,34,35

8.4 Colitis amibiana

La colitis ulcerativa amibiana se observa en el colon y en el recto. Se manifiesta
como un dolor abdominal o diarrea con presencia de abundante agua, sangre e
inclusive moco. Microscopicamente, los trofozoitos se detectan en el tejido de la
submucosa o en muestras fecales con tinciones permanentes y se observa la

presencia de cristales de Charcot-Leyden. 32343

8.5 Disenteria amibiana fulminante

El megacolon toxico también llamado disenteria amibiana fulminante corresponde
a una amibiasis hiperaguda. El colon se encuentra distendido por la inflamacioén y
es muy dolorosa al tratar de movilizarlo. Se muestra destruccién masiva de la
mayor parte de la pared del intestino grueso. La perforacion es la regla, con

peritonitis aguda purulenta. Puede causar la muerte. '"32343°
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8.6 Amibiasis extraintestinal

La amibiasis extraintestinal es secundaria a la colonizacion del intestino grueso.
Los organos comunmente afectados son el higado, el pulmdn, pericardio, el

sistema nervioso central y genitourinario. '13%34:3%

8.7 Absceso hepatico

El absceso hepatico es la complicacion extraintestinal mas frecuente de la
amibiasis extraintestinal invasora. Hace mas de un siglo, se consideraba un
padecimiento fatal, sin embargo, desde que se introdujeron tratamientos
efectivos y pruebas inmunoldgicas y de diagnéstico rapido, el rango de mortalidad
ha disminuido a 1 hasta 3%.Se caracteriza por un dolor abdominal en el
cuadrante superior derecho, hepatomegalia y fiebre. También se acompafia de
anorexia, nauseas, vomito, tos o pérdida de peso. Hay sensibilidad a la presion en
la pared abdominal o en los espacios intercostales, puede encontrarse edema de
la pared y aumento de temperatura local. En grandes abscesos puede palparse la
fluctuacion y puede verse una deformacion del borde costal y enrojecimiento de la
piel; hay leucocitosis con neutrofilia y aumento de la fosfatasa alcalina. La lesion
es unica y se genera en el I6bulo derecho del higado. El absceso hepatico es
causado cuando el trofozoito invasivo se disemina por el torrente circulatorio y a
través de la vena porta, logra alcanzar al higado. El I6bulo derecho del higado
recibe la sangre del colon ascendente; esto explica por que la lesidon se genera en

este I6bulo. A nivel microscopico, generalmente es negativa la prueba fecal, ya
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que no se observa la presencia de quistes ni trofozoitos. Ultrasonidos o
tomografias abdominales no son confiables para diagnosticar amibiasis hepatica.
Para un buen diagnostico se utilizan pruebas seroldégicas con imagenes

abdominales. La complicacion que existe es el rompimiento y extension de tejidos

11,32,34,35

vecinos como parénquima, pericardio, pulmonar, etc.

Figura 4: Drenaje de I6bulo derecho del higado Figura 5: Absceso hepatico amibiano.*®
con diagndstico de absceso hepatico amibiano. %8

9. Tratamiento:

Existen farmacos con accion antiamibiana a diferentes niveles de los tejidos del
hospedero como son los de accion luminal, tisular en el intestino, tisular fuera del
intestino, de concentracion selectiva hepatica y de accion mixta. Dentro de los
farmacos con accion luminal estan las quinoleinas, las diyodohidroxiquinoleinas
que son las mas utilizadas; y la quinfamida de accion luminal. Los farmacos con
accion tisular intestinal son la clefamida y etofamida; de accién sistémica el
metronidazol y algunos otros imidazoles como tinidazol, zecnidazol, ornidazol,

etc.*
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10.Diagnaostico:

10.1 Técnicas microscopicas

Las principales técnicas microscépicas empleadas en el diagndstico clinico son
preparaciones en fresco, de concentracién y preparaciones tenidas, las cuales
requieren una muestra fecal para su diagndstico. Las técnicas microscopicas
tienen la ventaja de demostrar la presencia de quistes, ya que la mayoria de los
pacientes asintomaticos, generalmente solo presentan quistes en la muestra
fecal; sin embargo, la desventaja que presentan es que son métodos con poca
sensibilidad, lo cual puede provocar confusidon, causando resultados falsos-
positivos, ya que los trofozoitos pueden confundirse con macréfagos (Figura 6), y
los quistes con polimorfonucelares (Figura 7). Otra desventaja que presenta es
que los trofozoitos se degradan rapidamente, por lo que la muestra fecal debe
utilizarse lo antes posible y no se recomienda refrigerar las muestras;
generalmente se preservan las muestras con un fijador. Otro técnica de
diagnéstico es aislar mediante cultivos xénicos 0 axénicos Entamoeba histolytica.
Se puede obtener muestras fecales, biopsias rectales y biopsias hepaticas, segun
sea el caso. A pesar que esta técnica es la mas utilizada por los laboratorios
clinicos de rutina, suele presentar falsos positivos, ya que no es facil diferenciar
las distintas especies de Entamoeba y su sensibilidad es menor que las técnicas
microscopicas. Cultivar parasitos es costoso, dificil y requiere una gran labor para

mantener dicho cultivo en el laboratorio®'".
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Figura 6: a) Trofozoito Entamoeba histolytica. Se observa un arreglo uniforme de la cromatina
nuclear, el cariosoma compacto central y glébulos rojos en el citoplasma. b) Macréfago humano.
La clave para diferenciar un macrofago de E. histolytica es el tamafio. Pacientes que presentan
diarrea o disenteria es comun confundir E. histolytica y macréfagos, causando un diagndstico

falso-positivo de amibiasis. %

Figura 7: a) Quiste de Entamoeba histolytica/E. dispar. Se observan los cuatro nucleos de tamafio
y forma concisos. b) Polimorfonucleares (PMN). Se observa el nucleo roto en cuatro fragmentos,
los cuales simulan ser cuatro ndcleos con cromatina periférica y un cariosoma central. Cuando las
células polimorfonucleares han pasado un tiempo en el intestino y se empiezan a desintegrar, su
morfologia nuclear se puede confundir con quistes de E. histolytica/E. dispar. Sin embargo, las
células humanas son frecuentes en muestras fecales en pacientes con diarrea, ya que al
presentar una rapida evacuacion intestinal, no pasa el tiempo necesario para formar quistes. Por
consiguiente, pacientes que presenten diarrea o disenteria, se sospecha primeramente de células
polimorfonucleares y no de quistes de E. histolytica/E. dispar.*®
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10.2 Técnica isoenzimatica

Actualmente existen distintas pruebas diagndsticas que sobrepasan la deteccion
microscopica del parasito y facilitan su identificacion. Se puede realizar un analisis
isoenzimatico, basado en zimodemos con el fin de diferenciar las especies de
Entamoeba. Este analisis es de gran utilidad, ya que permite diferenciar
Entamoeba histolytica de Entamoeba dispar. Se basa en compartir el mismo
patrén electroforético y la movilidad de varias enzimas en una cepa de amibas;
sin embargo, presenta muchas desventajas, entre ellas: requiere mucho tiempo
llevarla a cabo, depende totalmente del cultivo de amibas, ya que requiere un
gran numero de células para el analisis enzimatico, ademas se requiere gran
experiencia para cultivar los parasitos, el proceso se considera complejo y es
costoso. Fue considerada como criterio estandar para diagnosticar amibiasis

antes del desarrollo de nuevas técnicas basadas en DNA'".

10.3 Pruebas inmunoldgicas

Las pruebas inmunologicas estan disefiadas para detectar anticuerpos
circulantes, los cuales se producen a partir de una respuesta inmune generada
contra agentes infecciosos. La deteccidon de anticuerpos es de gran ayuda
cuando los pacientes presentan absceso hepatico y el parasito no es detectable
en las heces. La ventaja de esta técnica es que los anticuerpos pueden
permanecer en el suero de los sujetos infectados por periodos prolongados y son

detectables aun en casos en los que la infeccion es asintomatica’".
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La ventaja que presenta detectar anticuerpos de Entamoeba histolytica en el
suero de pacientes con absceso hepatico es del 100%. Algunos ensayos
realizados para detectar anticuerpos son: hemaglutinacion indirecta, aglutinacion
en latex, inmunoelectroforesis, inmunodifusion, fijacion del complemento,
inmunofluorescencia indirecta y la prueba de ELISA (Ensayo por inmunoabsorcion
ligado a enzimas). En la actualidad se utilizan los métodos automatizados en
camaras de multipozos tipo ELISA y las pruebas rapidas, en las cuales los
antigenos a detectar se fijjan a una tira de membrana que se sumerge
directamente en los reactivos de deteccion y revelado, con obtencion en pocos

minutos de un resultado’®'"1°,

10.3.1 Prueba de ELISA

La prueba de ELISA es la mas utilizada en los laboratorios clinicos a través del
mundo para estudiar la epidemiologia de enfermedades asintomaticas y en este
caso, para dar un buen diagndstico de amibiasis sintomatica después de un
examen fecal. De igual manera, se puede utilizar para la evaluacion de
infecciones intestinales o extraintestinales donde se sospecha de amibiasis, pero
no se detecta el parasito en las heces. Otra ventaja que presenta la identificacion
de anticuerpos es la persistencia de que las Ig G en el suero del paciente por
varios afios después de haber sido infectados por Entamoeba histolytica; mientras
que la presencia de IgM indican que la infeccion es reciente, ya que estas

inmunoglobulinas tienen una vida mas corta y s6lo se encuentran presente
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durante la infeccidn. La prueba de ELISA esta disefiada para detectar IgM del

suero del paciente> 10111219,

10.3.2 Deteccion de antigenos

La deteccion de antigenos es otra prueba que se realiza para diagnosticar la
presencia de Entamoeba histolytica. Existen kits para la prueba de ELISA basada
en antigenos especifico de Entamoeba histolytica; esto se logra, ya que se
utilizan anticuerpos monoclonales contra lectinas galactosa-N-acetil-D-
galactosamina o antigenos de superficie ricos en serinas. Debido a que las
lectinas son altamente inmunolégicas y antigénicamente diferentes, es posible
diferenciar Entamoeba histolytica y Entamoeba dispar. La desventaja que
presenta detectar antigenos, es que aquellos detectados, suelen ser
desnaturalizados al fijar la muestra, por lo que limita a realizarse unicamente en
muestras frescas; sin embargo, ha demostrado buena sensibilidad vy

especificidad'®"".

10.3.3 Inmunocromatografia

Para mejorar el diagnéstico de amibiasis se han evaluado técnicas como la
inmunocromatografia, la cual es una técnica basada en la migracion de una
muestra (antigeno-anticuerpo) contenida en un liquido a través de una membrana
de nitrocelulosa (tiras diagnosticas). La sensibilidad de la prueba es de 95%. La
inmunocromatografia permite comprobar que el complejo de oro coloidal con los

antigenos migran sobre la membrana de nitrocelulosa para reaccionar
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especificamente con los anticuerpos inmovilizados, dando bandas coloreadas por
la acumulacion del oro coloidal del conjugado. El papel de nitrocelulosa permite la
migracion por capilaridad del liquido y solutos y a la vez conserva activos los
anticuerpos fijados'"?,

Las tiras diagnosticas constan de cuatro zonas: la zona de prueba, la zona del

conjugado, la zona de captura que a su vez se divide en dos partes: linea de

prueba y linea control, y la zona de absorcion (Figura 8).

Zona
abgorbente

Linea control — /™7™y Y

Linea de prueba —b%(% 6(% P F

Zona de conjugado —# m

Fona de muestrs — g
Prueba positiva Prueba negativa

Figura 8: Diagrama de una tira rapida mediante inmunocromatografia.
C: linea control; P: linea de prueba .

La muestra pasa por la zona del conjugado, la cual se caracteriza por contener al
anticuerpo especifico de uno de los epitopos del antigeno a detectar y un reactivo
de deteccion. Si la muestra contiene el antigeno a detectar, éste se une al
conjugado formando un complejo inmune, el cual migrara a través de la

membrana de nitrocelulosa; si la muestra no contiene el antigeno, no hay
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formacién del complejo. La zona de captura consta de una membrana de
nitrocelulosa, la cual consta de dos lineas: la linea de prueba y la linea control. La
linea de prueba contiene un segundo anticuerpo especifico el cual generalmente
es contra otro epitopo del antigeno. Este segundo anticuerpo se encuentra
marcado con un cromoforo, de manera que cuando la muestra pasa por esta
zona, los complejos inmunes formados quedan retenidos y la linea se coloreara
dando lugar a una muestra positiva. En caso contrario, si la muestra no contiene
al antigeno, no hay retencién en la zona de captura y no se muestra coloracion,
indicando una muestra negativa. La linea control consta de un tercer anticuerpo,
el cual reconoce al reactivo de deteccion, es decir, al conjugado. El anticuerpo
contenido en la linea control también esta marcado con un cromoéforo, de manera
que se colorea siempre, sin importar el resultado (positivo o negativo)®232426.27,
Actualmente las tiras inmunocromatograficas utilizan anticuerpos monoclonales
especificos para antigenos de superficie de 29 kilo-Daltones para Entamoeba
histolytica. Al utilizar anticuerpos especificos, estamos asegurando que el
antigeno especifico de la muestra sera capturado e inmovilizado en la membrana.
Esta técnica tiene mayor sensibilidad (96%-100%) y especificidad (99.1%-100%)
que la técnica de ELISA y técnicas microscopicas. La ventaja que presenta es
que se lleva a cabo en menos de 15 minutos en muestras frescas.'"’

La preparacion del complejo de oro coloidal con los antigenos depende de
algunas interacciones como la atraccion electrénica entre las particulas de oro

cargadas negativamente y los sitios del antigeno cargados positivamente, el

fenomeno de adsorcion incluyendo la cavidad hidrofébica en la unidn del antigeno
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con la superficie del metal, y el potencial del enlace covalente del oro para liberar

los grupos sulfhidrilos?3242°.

El fundamento de la inmunocromatografia es confirmar la presencia o ausencia
de algun componente especifico; el compuesto a considerar puede ser un analito
o un derivado metabdlico. Los anticuerpos contra dicho analito son de gran
utilidad para reconocerlos. Existen diversos formatos que describen la técnica de
inmunocromatografia. Estos formatos son elegidos dependiendo del analito. Los
dos disefios posibles son: un formato competitivo (Fig. 9a ) y un formato tipo

sandwich (Fig. 9b).

a.Formato competitivo:

El formato competitivo es empleado cuando el analito a detectar tiene un peso
molecular pequeio o presenta un unico determinante antigénico, es decir, un
epitope, por ejemplo un hapteno. En este formato, la zona de conjugacion
contiene anticuerpos que ya estan unidos al analito a identificar o a un analogo de
éste. Si el analito a identificar esta presente en la muestra, éste no se unira al
conjugado y permanecera sin marcar. A manera que la muestra migra a lo largo
de la membrana y llega a la zona de captura, un exceso de analito sin marcar se
une al anticuerpo inmobilizado y bloquea la captura del conjugado, de manera
que la linea de prueba no muestra coloracién. El conjugado sin unirse, entonces,
se unira con el anticuerpo de la linea control produciendo una linea visible, la cual

actua de manera independiente de la presencia del analito a detectar; esto
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confirma que el desarrollo de la prueba se realizé correctamente. De manera
inversa, se tendria una prueba negativa, si se obtienen las dos bandas coloreadas

de manera visible, tanto la linea de prueba como la linea control. 2’

b.Formato sandwich :

Por otro lado, el ensayo tipo sandwich es empleado para detectar analitos que
presenten varios epitopes. Este sistema puede emplear anticuerpos
monoclonales o policlonales que enlazan diferentes epitopes del analito. Un
antigeno marcado es impregnado en la zona de conjugado, el cual servira como
agente detector; mientras que el anticuerpo monoclonal (especifico al analito) es
impregnado en la linea de prueba de la membrana de nitrocelulosa el cual servira
como agente de captura. Un anticuerpo especifico adicional se utiliza para
detectar anticuerpos, lo cual se llevaria a cabo en la linea control. Cuando un
extracto de muestra se pone en contacto con la zona de muestra, el liquido
empieza a migrar por fuerzas de capilaridad, y el agente detector es liberado. Se
ha comprobado que algunos de los analitos se unen al anticuerpo detector
(policlonal) y otros pasan de manera libre en la solucion. De manera subsecuente,
la mezcla pasa a través de la linea de captura y ambos se desenlazan para unirse
al anticuerpo de captura (monoclonal). La respuesta en la linea de prueba es
directamente proporcional a la cantidad de analito en la muestra; por lo tanto, si
existe la presencia del analito, la linea de prueba es visible y la linea control

recordemos que siempre debe estar visible, por lo tanto, tendriamos dos bandas.
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El ensayo tipo sandwich presenta dos desventajas significativas: la sefializacion
de la linea de prueba se ve comprometida cuando la concentracion del analito a
detectar excede un valor critico y el analito a detectar debe unirse de manera
simultanea tanto al anticuerpo detector como al anticuerpo de captura, el cual se

encuentra inmobilizado. %°
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Fig. 9: Representacion esquematica de un formato competitivo (A) y un formato sandwich (B). En el
formato competitivo la sefalizacién de color en la linea de prueba es inversamente proporcional a
la concentracién del analito. 2

En contraste, en el formato sandwich la respuesta en la linea de prueba es directamente
proporcional a la concentracién del analito. (+) = positivo; (-) = negativo. La linea superior

. . L . 26
corresponde a la linea control; mientras que la inferior corresponde a la linea de prueba.

10.4 Pruebas basadas en ADN

Por mencionar otras técnicas, se realizan ensayos basados en ADN; sin
embargo, soélo se llevan a cabo en paises desarrollados. Suele ser costoso y muy

elaborado, ya que las muestras fecales son consideradas complejas para
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utilizarse en pruebas de PCR (Reaccion Polimerasa en Cadena) directas, ya que
presentan inhibidores de PCR como el grupo hemo, bilirrubinas, sales biliares y
carbohidratos complejos, los cuales suelen extraerse junto con el DNA patégeno.

La prueba de PCR es utilizada para estudios clinicos y epidemioldgicos en paises
desarrollados. La ventaja que presenta esta técnica es que la muestra puede ser
fecal o algun tipo de tejido; ademas de que presenta una sensibilidad 100 veces

mayor que el mejor kit ELISA®>™.

11. Fosfopeptidoglicano:
El fosfopeptidoglicano (Anexo |) es una macromolécula localizada en la superficie
del trofozoito de Entamoeba histolytica, que se comporta como patrén molecular
asociado a patogenos (PAMP); de manera que puede ser reconocido por
receptores del sistema inmune innato y receptores tipo Toll (TLR). En un principio,
el fosfopeptidoglicano se identific6 como antigeno; ya que se detectaron
anticuerpos tipo IgG anti-amiba después de una inoculacion intracecal de
trofozoitos en ratas. De igual manera, se han encontrado células plasmaticas anti-
amiba en sangre periférica de pacientes con absceso hepatico. Actualmente, se
sabe que el fosfopetidoglicano, también es reconocido por el sistema inmune
adaptativo, de manera que también se observa la presencia de anticuerpos IgG
anti-fosfopeptidoglicano en presencia del absceso hepatico'®?.

La estructura del fosfopeptidoglicano se conoce de manera parcial. Se sabe que

la molécula contiene la siguiente proporcion: 85% carbohidratos, 8% péptidos,

2.5% lipidos y 1% fosfato. Contiene un polipéptido acido con residuos de serina
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que formas enlaces fosfodiéster con la region del polisacarido, el cual esta
formado por glucosa y galactosa mediante enlaces a (1-6) y B(1-6). El polipéptido
también esta enlazado a una etanolamina, la cual a su vez esta acoplada a un
grupo (glicosil-fosfatidil-inositol (GPI) la cual contiene galactosa, manosa y
glucosamina. El grupo glicosil-fosfatidil-inositol estd enlazado a una cadena de
acidos grasos, la cual no se sido caracterizada aun. El peso molecular del
fosfopetidoglicano esta entre 100 y 190kDa %%,

El fosfopéptidoglicano es esencial para la supervivencia y virulencia del parasito,
por lo cual es la macromolécula que se encuentra en mayor proporcion en la
superficie del trofozoito de las cepas virulentas de Entamoeba histolytica, las
cuales, se caracterizan por tener una alta densidad de fosfopetidoglicano en la
superficie; mientras que las cepas no virulentas presentan una baja densidad de

dicha molécula en la superficie'®%2.
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METODOLOGIA

o0 Ensayos entre Antigenos y Anticuerpos homaélogos:
Se realizaron reacciones antigeno-anticuerpo mediante la técnica de precipitacion
y aglutinacién.

a.Técnica de Precipitacion:

Para la técnica de inmunoprecipitacién, se utiliz6 un antigeno soluble y un
anticuerpo anti-Entamoeba histolytica. Se realizaron diluciones seriadas del
anticuerpo anti-Entamoeba histolytica con solucién salina isotdnica. Las diluciones
fueron las siguientes: 1:3, 1:9, 1:27, 1:81 y 1:243. Para ello, se coloco 1.0mL de
solucion salina isoténica en cada uno de los tubos previamente rotulados. Al tubo
1 se agregd 0.5mL de anticuerpo soluble y se mezcl6é dando lugar a la disolucién
1:3. Al tubo 2 se adicion6 0.5mL del tubo 1 proporcionando la disolucion 1:9. Se
repitid el procedimiento hasta el tubo 5 (dilucién 1:27 hasta 1:243). Mediante un
capilar se absorbi6 el antigeno soluble hasta llegar a la mitad de su volumen,
manteniendo el dedo indice en el oxtro extremo del mismo. Posteriormente se
quité el dedo indice del extremo y se absorbi6 la respectiva dilucion del anticuerpo
y se mezcld. Tapando con un dedo un extremo del capilar, se inserté éste de
manera vertical en una base de plastilina, dejando un espacio de varios
milimetros con aire entre la solucion y la plastilina. Este procedimiento se repitio
con las diluciones restantes. Los capilares se incubaron a temperatura ambiente
por 24 horas. Finalizado este tiempo, se midi6 en cada capilar la cantidad de

precipitado con una regla graduada en milimetros.
37



Figura 10: Reaccién antigeno-anticuerpo mediante precipitacion.

b.Técnica de aglutinacion:

Para la técnica de aglutinacién se utilizé un antigeno particulado color rosa, un
antigeno particulado color azul y un anticuerpo policlonal. Se realizaron diluciones
del anticuerpo policlonal con solucién salina (1:3 hasta 1:243). Posteriormente se
rotulé una placa de vidrio donde se dispuso una gota de la solucion respectiva de
disolucion de anticuerpo policlonal y se agregd inmediatamente una gota del
antigeno particulado color rosa. Se mezclé utilizando un aplicador de madera.
Una vez mezclado se dejo en reposo por 2 minutos y al final se observaron los
resultados obtenidos. Se realiz6 el mismo procedimiento sustituyendo el antigeno
particulado color rosa por el antigeno particulado color azul utilizando las mismas

diluciones del anticuerpo (1:3 a 1:243).
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o0 Desarrollo de Técnicas Inmunocromatogréficas:
Una vez realizados los ensayos entre antigenos y anticuerpos homodlogos, se
tomo la decision de trabajar con el antigeno particulado. El antigeno particulado
fue impregnado con un palillo en papel filtro estéril (25mm?), el cual se dejo
reposar aproximadamente 30 minutos para un secado total. El glutaraldehido al
2% fue colocado en un cartucho totalmente limpio de una pluma fuente y se aplico
en membranas de nitrocelulosa con un grosor de 1mm, las cuales se dejaron
secar totalmente durante 1 hora aproximadamente. El anticuerpo policlonal fue
colocado en un cartucho nuevo y totalmente limpio de una pluma fuente. Se
aplicé en la membrana de nitrocelulosa sobre la zona previamente impregnada
con glutaraldehido al 2%, y de igual manera se dej6é reposar aproximadamente 1

hora para su secado (Figura 11).

Figura 11: Membrana de nitrocelulosa con anticuerpos colocados con pluma fuente

La membrana de nitrocelulosa fue cortada de manera perpendicular a la linea de

inyeccion. Posteriormente se construyd la tira reactiva (Figura 12) donde el

39



antigeno particulado fue colocado en la zona de conjugado y a un costado se

coloco la membrana de nitrocelulosa con el anticuerpo policlonal.

éh Zona de conjugado
r" "_- -
' I Zona de absorcion

Zona de muestra ’ b Li trol
Antigeno inea contro
\ I 1 l I G de ratén /
- __'.] ~ _ . .
A -
Ee _,__I-.__,—L e / . ';}
I \
Membrana de
Linea de prueba nitrocelulosa

Anticuerpo policlonal

Figura 12: Tiras reactivas mediante inmunocromatografia para la identificacion de anticuerpos I1gG

anti-amiba.39

Posteriormente se realizé el mismo procedimiento para la construccion de nuevas

tiras reactivas en donde el anticuerpo policlonal se sustituyé por anticuerpo

monoclonal.
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RESULTADOS

o0 Ensayos entre Antigenos y Anticuerpos homaélogos:
Se llevaron a cabo los ensayos antigeno-anticuerpo homodlogos de manera
satisfactoria, donde fue posible observar tanto en las pruebas de precipitacion
como de aglutinacion resultados favorables.
a. Técnica de precipitacion:
Después de 24 horas de estar en contacto el antigeno soluble con el
anticuerpo policlonal se observé precipitacion en los capilares. Cada dilucion
presentd una cantidad diferente de precipitado como se muestra a
continuacion:

Tabla 1: Pruebas de precipitacion antigeno soluble- anticuerpo policlonal a
diferentes diluciones.

Dilucién anticuerpo policlonal Cantidad de precipitado (mm)
1:3 1
1:9 0.5
1:27 0.7
1:81 0.3
1:243 1.4

La presencia de precipitado indica que existe un equilibrio entre la cantidad de
antigeno-anticuerpo, lo cual nos favorece. La ventaja que presenta esta técnica
es que nos permite observar dicha reaccion de manera visible. En este caso,
utilizamos esta prueba de manera cualitativa, sin embargo, construyendo una

grafica Antigeno vs. Anticuerpo es posible tener datos cualitativos.
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b.Técnica de aglutinacion:

Esta técnica permite observar los resultados en menos de 5 minutos. Las

diluciones presentaron los siguientes resultados:

Tabla 2: Pruebas de aglutinacion antigeno particulado color rosa- anticuerpo

policlonal a diferentes diluciones.

Dilucion anticuerpo policlonal Aglutinacion/ No aglutinacion
1:3 Aglutinacion
1:9 Aglutinacion
1:27 Aglutinacion
1:81 Aglutinacion
1:243 Aglutinacion

Tabla 3: Pruebas de aglutinacién antigeno particulado color azul- anticuerpo

policlonal a diferentes diluciones.

Dilucion anticuerpo policlonal Aglutinacion/ No aglutinacion
1:3 Aglutinacion
1:9 Aglutinacion
1:27 Aglutinacion
1:81 Aglutinacion
1:243 Aglutinacion

Cabe mencionar, que la aglutinacion con el antigeno particulado color rosa era
mas claro que el antigeno particulado color azul; esto se debe al colorante y no

tiene relacion con la reacciéon como tal.
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o Desarrollo de Técnicas Inmunocromatogréficas:

Se utilizé el antigeno particulado para el desarrollo de la linea de prueba de las
tiras rapidas, ya que contiene un croméforo como marcador, lo cual permite llevar
a cabo la parte cualitativa del proyecto. En este caso, se utilizd6 un anticuerpo
policlonal en un principio, y posteriormente se sustituyd por un anticuerpo
monoclonal. La diferencia visual fue significativa, ya que era mucho mas claro el
resultado con el anticuerpo monoclonal.

Las tiras reactivas fueron puestas en contacto con el amortiguador PBS pH 7.4,
mostrando coloracion tanto en la linea control como en la linea de prueba. Esto
indica que el anticuerpo Ig G anti-amiba se une al antigeno particulado de manera

satisfactoria. (Figura 13)

Figura 13: Tira reactiva muestra la reaccién anticuerpos Ig G anti-amiba y antigeno particulado de
manera satisfactoria.
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PROPUESTA PROYECTO

I.Preparacion del oro coloidal:

e Precauciones del material y reactivos:
Antes de llevar a cabo la conjugacion, hay ciertos factores que se deben cuidar.
Por ejemplo, el material de vidrio que se utilice debe estar perfectamente limpio y
debera ser previamente lavado con agua desionizada. Todos los reactivos que se
utilicen deben ser de alto grado analitico y deberan ser filtrados inmediatamente

antes de ser utilizados.

e Antigeno:
El dia que se lleve a cabo la conjugacion, el antigeno debe tener una
concentracion de 0.1 pg/mL utilizando como disolvente borax 2mM. Dicha solucién
debera ser dializada por al menos 4 horas en un litro de borax a un pH de 9.
Posteriormente se centrifuga el antigeno a 10000rpm. Debe mantenerse a 4°C. El

anticuerpo debe ajustarse a un pH de 9.2%°.

e Oro coloidal:
Existen protocolos que indican como preparar oro coloidal e inclusive del tamafo
de particula deseado. Actualmente, es mas facil conseguir un preparado de oro
coloidal de alta calidad, el cual se encuentra previamente certificados. En este

caso, se requieren particulas de oro coloidal que tengan un tamafo de particula
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de 40 nm de diametro. La solucion de oro coloidal debera ser ajustada a un pH

de 9 con 0.1M K,CO3?>.

e Amortiguadores:
Se requiere de una solucién amortiguadora Tris/HCI (pH de 8.2) con albumina de

suero bovino al 1% y azida sédica al 0.1%2>.

e Conjugacion:
Antes de conjugar el anticuerpo monoclonal y el oro coloidal, debera determinarse
la cantidad minima de antigeno necesaria para estabilizar la solucion de oro
coloidal. Se liofilizara 0.1 mg del antigeno, el cual es colocado en tubos de ensaye
previamente rotulados. Se disuelve en 1 mL de borax 2mM. 1 mL de oro coloidal
se distribuye en cada uno de los tubos. Las disoluciones respectivas del antigeno
(0-150 pL) se adiciona a cada tubo. Los tubos se agitan por 1 minuto y
posteriormente se incuban por 5 minutos a temperatura ambiente. Se adicionan
100 uL de NaCl al 10% a cada tubo y se mezcla por 1 minuto. Si un tubo contiene
la cantidad minima de antigeno, el color de la solucién de oro coloidal se observa
una coloracion roja. Para la conjugacién 30 yL de la solucién de oro coloidal se
mezcla gota a gota con 3 pL de la solucion del antigeno en un tubo con una
agitacion rapida. Después de 1 hora, 3.6 yL de BSA al 10% se adiciona con el fin
de bloquear la superficie residual de las particulas de oro coloidal y la mezcla se
incuba por una hora a temperatura ambiente. La mezcla es centrifugada por 15

minutos a 10000 rpm y se descarta posteriormente el sobrenadante. Los
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sedimentos son resuspendidos en 2mM de amortiguador de boratos (pH 7.2). La
centrifugacion se repite dos veces y finalmente los sedimentos se resuspenden en
3 mL de amoritugador de boratos 2mM (pH 7.2) conteniendo BSA al 1%,

sacarosa al 1% y acido hidrazoico al 0.05%. 232,

[I. Desarrollo de tiras rapidas inmunocromatograficas:

Las tiras rapidas inmunocromatograficas consta de 4 zonas (zona de muestra, de
conjugado, de captura mediante la membrana de nitrocelulosa y de absorcion). La
membrana de nitrocelulosa contiene la linea de prueba y la linea control. Se
coloca un tapete de papel filtro previamente impregnado con oro coloidal en la
zona de muestra. La zona del conjugado es impregnada con la solucién que
contiene un buffer de fosfato de sodio 20mM (pH 7.4), BSA al 1%, azida sédica al
0.05% y se deja secando por 1hora a 60°C. Posteriormente, se aplican 5 uL del
conjugado Antigeno-oro coloidal con una pluma fuente en papel filtro, la cual sera
colocada en la zona del conjugado (encima de la solucidon previamente
absorbida). Antes de ser colocada se deja secar por 30 minutos a 37°C. La zona
de absorcion no requiere algun tratamiento. La linea de prueba y la linea control
son inyectadas con 3 uL de anticuerpo monoclonal y 3 uL de anticuerpo IgG anti-
ratdbn con conjugado respectivamente. Las membranas de nitrocelulosa se dejara
secar por 30 mintos a 37°C. Todas las zonas (conjugado, captura y absorcién)

son adheridas a una ldmina semi-rigida de polietileno®* %,
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lll. Estandarizaciéon y validacion de la Técnica de Inmunocromatografia:
Para llevar a cabo la estandarizacion y validacién de la técnica es importante,
primero, identificar los 4 posibles resultados a obtener:
# Verdadero positivo (VP): Los anticuerpos anti-Entamoeba histolytica estan
presentes y se diagnostica al paciente con amibiasis.
# Falso positivo (FP): Los anticuerpos anti-Entamoeba histolytica no estan
presentes, sin embargo, se diagnostica al paciente con amibiasis.
# Verdadero negativo (VN): Los anticuerpos anti-Entamoeba histolytica no estan
presentes y se diagnostica al paciente como sano.
¥ Falso negativo (FN): Los anticuerpos anti-Entamoeba histolytica estan
presentes pero no se detectan cuando el paciente tiene amibiasis.
Una prueba diagnédstica confiable, se basa en diagnosticar a los enfermos

(verdaderos positivos) e identificar a los sanos (verdaderos negativos).

Prueba de especificidad:

La especificidad es la probabilidad de clasificar correctamente a un individuo
sano, es decir, la capacidad de la prueba para detectar a los sanos.

Se utilizan anticuerpos IgG anti- protozoarios tales como Entamoeba dispar,
Entamoeba coli y Giardia lamblia.

Se ponen en contacto directo con 1000 tiras reactivas. Se usa un control positivo,
en este caso, se realiza con sueros positivos referenciados y como control

negativo sueros negativos confirmados'®%2.

47



La especificidad se calcula de la siguiente manera:

LY
4

VN
Especificidad =———x 100
LY FP

-

Prueba de sensibilidad:

La sensibilidad es la probabilidad de clasificar correctamente a un individuo
enfermo, es decir, la capacidad de la prueba para detectar la enfermedad, en este
caso, amibiasis.

Se hacen diluciones de muestras de sueros positivos referenciados con solucién
salina (1:3 a 1:243) y cada dilucion se aplica a 1000 tiras rapidas. La ultima
dilucién que produzca un resultado positivo observable se compara con otro
1,7,9,22.

ensayo inmunologico

La sensibilidad se calcula de la siguiente manera:

VP
Sensibilidad = ——  x 100
VP + FN
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DISCUSION

o0 Ensayos entre Antigenos y Anticuerpos homélogos
La unién entre antigeno y anticuerpo se da por interacciones no covalentes, ya
sea por puentes de hidrégeno, puentes idnicos, interacciones hidrofébicas o
fuerzas de van der Waals. Esta interaccion va a depender de la afinidad que
exista entre el sitio de unién del antigeno con el anticuerpo. Dicha reaccidén se
caracteriza por su especificidad, rapidez, espontaneidad y reversibilidad.
1.Técnica de Precipitacion:

La presencia de precipitado indica que se mezclan en cantidades equivalentes el
antigeno soluble vy el anticuerpo anti-amiba. La formacion de este precipitado
consta de dos etapas. En la primera etapa ocurre el reconocimiento y
recombinacion del antigeno soluble con el anticuerpo anti-amiba, los cuales se
unen formando un complejo primario, el cual se considera soluble. Generalmente
esta etapa no es visible. La segunda etapa se caracteriza por la agregacion de los
complejos primarios, dando lugar a un aumento en el peso molecular formando un
enrejado; a este fendbmeno se le conoce como precipitacion. Esta segunda etapa
no es inmediata, por lo que puede tardar varios minutos hasta horas; y es
dependiente de factores como temperatura, pH, fuerza iénica, y concentraciones
del antigeno soluble y del anticuerpo.

La mayoria de las reacciones antigeno-anticuerpo se llevan a cabo a temperatura
ambiente; sin embargo, un aumento en la temperatura de hasta 56° C puede

acelerar la reacciéon debido a un incremento de la difusion y el movimiento de las
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moléculas, y en ocasiones se aumenta dicha temperatura (37°C) para igualar
condiciones fisiolégicas, en este caso, no fue necesario. Debe cuidarse mucho
este factor, ya que si aumentamos demasiado la temperatura, podemos causar
una desnaturalizacién afectando la reaccion. Por otro lado, se pueden utilizar
temperaturas bajas (4°C aproximadamente) si se requiere que los resultados sean
cuantitativos y estequiométricos. Debido a que los resultados obtenidos son
cualitativos, no fue necesario disminuir la temperatura. En este caso, el ensayo se
realizd a temperatura ambiente, ya que estas seran las condiciones en las que se
llevara a cabo la reaccion antigeno soluble-anticuerpo anti-amiba. >

La reaccion antigeno-anticuerpo se observa eficazmente en un intervalo amplio
de pH entre 6.8 y 9.0. Si salimos de este rango, puede afectarse el estado i6nico
de grupos importantes que participan en esta interaccion, tales como radicales
amino y carboxilo. La fuerza idnica corresponde a la concentracién de iones
presentes en el medio de reaccion, los cuales se requieren para disminuir las
cargas de repulsion que impiden la formacion de los agregados. Fuerzas ionicas
bajas son recomendadas para tener una mayor afinidad durante el enlace
antigeno-anticuerpo; mientras que a altos valores de fuerza idnica los grupos
idnicos son neutralizados y por tanto se ve reducida su afinidad. El factor mas
importante es la concentracidn de antigeno soluble y anticuerpo anti-amiba;
ambos deben ser equivalentes para llevar a cabo la precipitacion. Si se da el
exceso de uno de ellos, puede presentarse el fendomeno de zona, es decir, la
inhibicién de la formacién del precipitado por efecto de la concentracion del

antigeno y el anticuerpo. Cuando existe un exceso de antigeno o de anticuerpo, a
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pesar de la formacion de los complejos primarios, no es posible llevar a cabo la
precipitacién, ya que no logran agregarse dichos complejos. Al llevar a cabo
diluciones, se comprueba que se puede utilizar menor cantidad de anticuerpo vy
aun se conserva el equilibrio entre la cantidad de antigeno-anticuerpo. En este
caso, la reaccion de precipitacién se llevdé a cabo en todas las diluciones, sin
embargo, se recomienda utilizar la media, es decir, la dilucion 1:27 para
asegurarnos que el resultado sea confiable. Unicamente nos interesa el resultado
cualitativo, por lo que no fue necesario llevar a cabo la curva de precipitacion
cuantitativa. Cabe mencionar que en esta técnica es muy importante dejar un
espacio de unos milimetros de aire entre la solucion (antigeno y anticuerpo) y la
plastilina, ya que de no ser asi se puede dar una desnaturalizacién de la solucion

por contacto con la plastilina.

2.Técnica de Aglutinacion:
Para llevar a cabo la reaccion de aglutinacién debe ponerse en contacto un
anticuerpo con su antigeno especifico el cual se encuentra en estado particulado,
dando lugar a grumos, mejor conocidos como aglutinados. Los fundamentos de
esta técnica son los mismos de la reaccion de precipitacion. Por lo tanto consta
de dos fases: En la primera fase se lleva acabo de la unién del anticuerpo con la
superficie del antigeno, la cual también se conoce con el nombre de
sensibilizacién. Dichas uniones son de tipo no covalentes ya sean puentes de
hidrégeno, electrostaticas, de van der Waals o hidrofébicas. Durante la segunda

fase ocurre la unién de las particulas mediante puentes de anticuerpo, formando
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el aglutinado, el cual en este caso es visible; esto se debe al vencimiento de las
fuerzas de repulsion que mantienen normalmente separadas a las particulas. Una
vez comprobada que todas las diluciones aglutinaron, se tomé la decision de
trabajar con en antigeno particulado, ya que éste tiene la ventaja de contener un

cromoforo. 3¢

o0 Desarrollo de la Técnica Inmunocromatografica:

Las tiras reactivas mostraron resultados confiables de acuerdo a las soluciones
a las que fueron expuestas. Cuando las tiras reactivas fueron puestas en contacto
con el amortiguador, la prueba fue negativa, ya que solo se tiid la linea de
control. Esto se esperaba ya que el amortiguador es una disolucién capaz de
resistir cambios de pH debido a que contiene un acido débil y su sal, o una base
débil y su respectiva sal; por lo tanto, no contiene anticuerpos anti-amiba. Sin
embargo, la prueba fue positiva, cuando se puso en contacto la tira reactiva con
un suero que contenia anticuerpos Ig G anti-amiba.

Un factor esencial en la inmunocromatografia es el flujo, es decir el movimiento
de la muestra liquida o del extracto que contenga al analito de interés. A lo largo
de una tira de material polimérico, recorre varias zonas donde moléculas
especificas se han adheridas, de manera que ejercen ciertas interacciones
especificas con dicho analito.

Un formato tipico de inmunocromatografia consiste en una capa superficial que
transporta la muestra desde la zona de muestra hacia la zona de conjugacion a lo

largo de la tira hasta llegar a la zona de absorcion. Cabe mencionar, que el liquido
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(la muestra) se mueve por fuerzas de capilaridad con respecto al material de la
tira; aqui es donde la zona de absorcion lleva a cabo su funcién. La zona de
absorcion retira el liquido al final de la tira; y de esta manera mantiene el flujo.

La membrana se considera la parte mas importante utilizada durante el proceso.
La membrana se caracteriza por ser muy delgada y fragil, por lo que es adherida
a una base de plastico o nylon para que se de un buen manejo de ésta.
Generalmente la tira se pone dentro de un soporte de plastico, donde Unicamente
se observa la tira de muestra y la tira control; esto le brindara mayor proteccién a
la tira. Las membranas mas utilizadas son de nitrocelulosa, nylon, polietersulfona,
polietileno o de silica fundida. Dicho material puede interactuar con el flujo de la
muestra liquida; esto genera el inicio de interacciones especificas que se llevaran
a cabo durante todo el proceso cromatografico. En este caso, se propone utilizar
una membrana de nitrocelulosa ya que es la mas utilizada y de facil acceso.
Existen diferentes tamafos de poros para la nitrocelulosa, los cuales oscilan entre
0.05 y 12um; sin embargo, la importancia no radica tanto en los poros, sino en el
tiempo de flujo capilar que puede llevar a cabo, lo cual también indica una ventaja
para transportar el marcador. Otra de las ventajas que presenta este material es
que se puede operar a temperatura ambiente y a una humedad moderada; sin
embargo, a una baja humedad, se dificulta su manipulacion por la acumulacion de
estatica electrostatica.

Los marcadores son croméforos que puedes estar hechos de colorante o
nanoparticulas fluorescentes; oscilan en un tamafio de particula entre 15 y

800nm, permitiendo un flujo continuo, ya que uno de sus requisitos es que no
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deben causar algun impedimento durante el flujo a través de la membrana.
Generalmente estan hechos de oro coloidal o latex; en menor proporcién, de
selenio, carbdén y liposomas. Las nanoparticulas de latex son coloreadas para
proporcionar una deteccion a simple vista; en los liposomas, fluorescentes o
bioluminiscentes, se incorporan colorantes para permitir su visualizacion e
inclusive para dar una respuesta cuantitativa.

Al menos dos lineas son impregnadas en la tira: una linea de prueba y una linea
control. En la linea de prueba se da el reconocimiento del analito a detectar e
indicara la respuesta.

Uno de los requisitos que indican, que la prueba rapida se esta llevando a cabo
de manera eficiente, es que la linea de control siempre muestre una respuesta, ya

que esto confirma un fluido adecuado del liquido a través de la tira rapida.

o Oro Coloidal:
La inmunocromatografia en tiras rapidas es una técnica relativamente reciente, la
cual no requiere personal calificado o equipo complejo para su desarrollo e
interpretacién; ademas de ser un método que provee de manera rapida la
deteccion del analito, en este caso, anticuerpos anti-amiba. Las particulas de oro
coloidal se utilizan frecuentemente en técnicas como inmunocitoquimica, Western
blot y en general en pruebas inmunoespecificas como se aplica en este caso para
el desarrollo de las tiras rapidas. De acuerdo a la literatura, hay una relacion

directamente proporcional entre la intensidad del color y el tamafo y calidad de
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las particulas de oro coloidal. Se recomienda utilizar para el desarrollo de las tiras
rapidas oro coloidal que tenga un diametro mayor a 20nm y menor a 60nm. Se ha
demostrado que tamanos de particula de oro coloidal menores a 15nm son
demasiado pequefias para producir una coloracion aceptable. Por otro lado, las
particulas de oro coloidal con un didmetro mayor a 60 o 70nm producen
fendbmeno de autoagregacion después de que las particulas han sido
almacenadas a 4°C por varios dias.

En cuanto a la conjugacion, se espera que el antigeno sea directamente
absorbido en las particulas de superficie y este proceso se lleve a cabo mediante
enlaces no covalentes como fuerzas de van der Waals e interacciones
hidrofébicas. La formacion de la solucion de oro coloidal es posible gracias al
balance entre las fuerzas de repulsion y la atraccion entre las particulas por la
fuerza de van der Waals.

Es importante optimizar las condiciones del conjugado, ya que para tener un
conjugado estable, se debe utilizar una cantidad minima del antigeno. Por
consiguiente, se recomienda realizar de manera preliminar diluciones seriales
para determinar de manera cuantitativa la concentracion minima de antigeno que
sea suficiente para obtener una absorcion fuerte. Para determinar la cantidad
minima de antigeno suficiente, se agregan 0.5mL de NaCl al 10% y 1mL de
particulas de oro coloidal que contienen diferentes cantidades de antigeno
(diluciones) y se mezcla por 10minutos. Después de 5min, se mide su absorcion a

una longitud de onda entre 520 y 580nm. Para evaluar la cantidad minima, se
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observa la presencia del color rojo. Se determina la concentracién éptima de
antigeno, cuando la concentracion mas pequena de antigeno cambia de color.

A pesar de que los anticuerpos policlonales responden con facilidad a su
localizacion y fagocitosis, presentan desventajas con respecto a los anticuerpos
monoclonales, los cuales son especificos y reconocen un unico epitope y a partir

de uno, se pueden obtener varias clonas.
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CONCLUSION

Se consideran las tiras rapidas inmunocromatograficas desarrolladas con oro
coloidal faciles, rapidas, cuantitativas y competitivas para la determinaciéon de
anticuerpos de Entamoeba histolytica. EI método incluye la utilizacion de un
anticuerpo  monoclonal unico para identificar de manera selectiva
fosfopeptidoglicano con un alto grado de sensibilidad y especificidad. La rapida
observacion de resultados de manera visible permite considerar esta técnica una
plataforma analitica de un solo paso, rapido y de bajo costo. Actualmente, esta
tecnologia es aplicada en varios campos de investigacion, tanto en diagnostico

clinico, veterinario, monitoreo en la industria alimenticia y pruebas ambientales.
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ANEXO |

Fosfopeptidoglicano de la superficie de Entamoeba histolytica®®.

&
[;g:l

3

2 a_ g

_r'h.
o-

1-20

63



ANEXO I

Preparacion de soluciones buffer:

1. Buffer Fosfato-Salina (PBS) pH 7.4

NaCl. . 0.800 g
KCI e 0.020 g
KH2PO4 ... 0.014 g
NazZHPO4 ... 0.090 g
Agua Destilada ............eveviiiiiiiiiiiiiiiiiiee e, 100 mL

2. Buffer Tris-Salina (TBS) pH 8.2

Tris (hidroximetil)aminometano..................... 0.242 g
NaNO3. . 0.130g
NaCl. .. 0.900g
BSA 0.100g
Agua Destilada..............ccooeiiiiiii 100mL

3. Buffer Boratos pH 7.2

Tetraborato de sodio.............c.coiviiinne. 0.762g
Acido BOFICO. .....vveeeiiiiieeee e 0.124g
Aguadestilada..............cooi 100mL
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