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HESUldEN. 

Eete trabajo se realiz6 para ver la diferencia. -

inmunog,nica. y protectora. entra el antígeno crudo y loa an­

t!Benoa solubles de ~'ntamoeba histol.ytica cepa HM-1 IMSS y 

además para probar la prueba de neutralización en la d~ter­

lllinaci6n de potencias de antigenoe. Se obtuvieron loe ant.f 

genoe eolublea de este trabajo a partir del antígeno crudo 

de Entamoeba histoJ..ytica e-epa HM-1 :rnss, denominándose anti 

geno soluble A el obtenida por cromato.:;raf!a en Se}iladex 

G-200 y antíeeno soluble B el que ae ol:tuvo en Sepha.dex 

G-150. Con ~etoa se inmunizaron conejos y oon el suero irun~ 

ne de loe miamos se efectu6 la prueba de neutralización en 

hameters laotantee. De loa ant!Genoa probados, el antígeno 

soluble A (purificado por SeJ)hadex G-200) fu' el antígeno -

que presentó mayor inmunosenicidad y protección, Por otro 

lado la prueba de neutralizaoi6n en ha.matera laciA:..ntee, pu.! 

4e ser un bu'n m•todo para determinar la potencia de ant!g! 

noe, e1endo -'e eoon6mioo, m'.e r4pido, ª'ª tácil y requiere 

una pequefta oant1dad de inóculo. 



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

La población de nuestro país ea atacado f!'ecuentemente por 
las enfermedades del aparato digestivo, sobre todo la ami­
biaeia, pu.4e M'xico figura entre las pocas regionee de la 
tierra que pueden llamaree "patrias de la amibiaeia" (l) -
por la frecuencia y la gravedad que en ellas reviste el p~ 
decimiento. Esta enfermedad no es propia de zonas tropic~ 
lee y abarca toda la ReIJl1blica; presentando especial pred! 
11cci6n por doe eectoree: el de las clases sociales con p~ 
coa recursos econ6micos, lo cual propicia malas oondicio-­
nes sanitarias; y el de los Yarones adultos entre loe 20 y 
loe 50 aflos de edad.(l) Esto último no ae ha podido expli­
car ya que en el primer caso como en tantas otras infecci~ 
nea, la pobreza e ignorancia favorecen la propagación de -
la amibiaeie. 

Un grupo de investigadores ,preocupados por el -
curso alarmante de la enfermedad amib1ana que conatitU7e -
uno de loe padecimientos zú.s frecuentes 1 graves en el Se~ 
vicio de Gastroenterologfa del Hospital General del Centro 
IUdico, (la amibiasis ocupó en 1968 el 4o lugar en las cau 
eae dt lllU9rte)(l) al igual que en otros hospitales genera: 
lee de la ciudad de M4xioo 7 de la Repdblioa, ee unieron -
para eetudiar la enfermedad, iniciando eue estudios en 
1967 (l). 

!ete giiapo encabezado por el Dr. Bernardo SepdlY! 
da, trad un programa a partir de Enero de 1968 el cual -
coneidtraba dos p¡ntos principalmente: el primero erun los 
estudios orientados hacia el conocimiento de la biología 1 

la mortologfa de la amiba hietolftica; el segundo abarcaba 
las inYestigacionee destinadas a precisar laa reacciones -
del hospedero, 7a fuera huma.no o animal de exporimentaci6n, 
aaí como a estudiar la 1111jor forma de modificar favorable­
mente tales reaccionee.< 1•2) Así, en 1969, con la eerie.de 
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inveetigacionea realizadas se efectuó el .primer :~eminarJ.o 

sobre Amibiaaie. <2> Dicho grupo fué c.reciendo de talmun_!! 
ra que en 1972 se creó el Centro de Estudio~ i3oh1;e Amibia­

ais <2 ) que hasta la fecha c~ntJnu~ ;viÜiiiizlao e~ el inmen-
:. ~·-· '-,,- "• 

so campo de la amibiaais. 
. . . 

Actualmente, se desea encontrar .un antígeno ami-

biano in6cuo. y eficaz que sea capaz de inducir inmunidad. -
pro·tectora antill!llibiana en el hombre y de aeta manera se -

reduzca el número de caeoe de amibiaeis, puesto que ha.y C.E, 

nocirnientoe sobre la acción citopatogánica del suero de p~ 

cientes con absceso hepático a.mibia.no sobre loe tro!ozoi­
toe de t'htamoeba hieto:+ztioa cultivados en forma axénica, 
(3,4,5,6,7,8,9,IO) así también se sabe de la inmunidad pr.,!! 

tectora. qua se induce en hfl.lll.Btera lactantes con antígeriOe 
wnibianoe.(11, 12, 13, 14, 15) 
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G E N E R A L I D A D E S 

llie toria. 

La auibiaaie es una de las enfermedades que ha atacado des 
.. ·· . -

de hace bastante tiempo 'al hombre de manera constante. Se 
tiene conocimiento de casos de die en tel!ia en loa paises del 
antiguo mundo que bien .pUdieron eer de naturaleza aruibiana. 

Haota el ai'lo de 1875 no se sabia acerca de la exie·tencia -
de algún parásito que ocasionara eeta enfermedad, en cam-­

bio se conocio.n el conjunto de síntomas que ln oaracteriz! 
ban. Por eetae !echa.0 el ~Dr; Fedor Aleksa.ndrevi tch f,eeh P\..!. 

blic6 loa resultados de las observaciones y la experiment! 
ci6n que hizo en el caso de disentería que padecía un cam­

pesino oriundo de la región de Arkangel, deacribi.endo con 

detalle las amibas encontradas en aua heces, las cuales de 
nominó Amoeba ~.< 2 > 

Roberto Koch, en 1887, puso en claro la relación 

etiológica entre disentería y absceao hepático, que como -

coincidencia o complicación era ya conocida. Mientras en -
Checoslovaquia, HLava rea:t'irm6 el poder patógeno de lan a­

mibas, tambi~n observó que ocurría la en!el.·ruedad en un. 
pa!s no tropical. t!úe adelanto, en 18911 en el Hospital -

Jobns Hopkine, en Baltimore, Councilauu1 y Laufleur efectu~ 
ron un trabajo sobre a.mibiaeie inteetit1al y hepática, 

creanrlo lou términos "disentería a.mibiana" y "abeceso aroi­
biano del hígado". En 1893, Quincke y Roas, en Kiel pubJ.1 
caron un eotudio que hizo progresar el conocimiento de la 
biolog!a de la amiba. Elloo descubrie.t'on el ciclo evoluti­
vo de la amiba con la tranoformaci6n de auo trof~zoitoa en 
quietes, y que ésta era la forma in!ecta.ilte. iü.e~ af'íoa más 
tarde, Schaudinn nombró Entamoeba h_ietol.ytica u lu eapouie 

patógena 1 Entamoeba coli a la eepecie deeprovieta de po--
der pat6geno.< 2) ~ 
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Morfología y Ciclo BioJ.6gic o. 

La amiba de este eatudio ea la denominada por Schaudi.nn -
Entamoeba ~o;i,ytica, la cual presenta dos eventoa críti­
cos en su ciclo de vida llam.ado8 enquistamiento y desen­
quistamiento, dando lugar respectivamente a una forma la­
tente o quiste y a una forma vegetativa o trofozoito. La -
forma vegetativa permite que la amiba se desarrolle y mul­
tiplique en el hu~eped, y loa quietes, que bajo ciertas 
condiciones se forman a partir de loa trofozoi tos, permi­
ten que las amibas aba..~donen a un huáeped e infecten a o-­
troe. El enquiste.miento ea esencial para la transmisión 
del parásito,. puás e6lo el quiste tiene poder infectante. 
La figura I muestra el ciolo vital de E. hieto}..Ytica con -
las siguientes faaee: trofozoito, prequiate, quiete, meta­
quiete y trofozoito metaqu!stico.( 16 ) 

El trofozoito, forma vegetativa de E. histo.l,yti-
.,2!1 tiene un tama.fio variable, que fluctúa entre 10 y 60 1111 
oras de diámetro según el grado de actividad y la cepa del 
organismo; ee encuentra cubierto por un.a. membrana citoplá~ 
mica la. cual controla la entrada y salida de alimentos, no 
tiene una forma constante ya que cambia frecuentemente me­
diante la extenei6n y retracción de aeud6podoa temporalee.(l6) 

El protoplasma de E. hietolJ'tica se puede dife-­
renciar en el ectopluma, que es claro y situado en la pe­

riferia, y en el endopluaa, central y finamente granulo­
ªº• El m1cleo H e1~4rico 7 eu diáetro ea aproximadamente 
la quinta o 1ezta parte del diúietro de la amiba completa. 
En alsunoa trofoaoitoe se observa eobre la región nuclear, 
fina8 eef4rulae que var!an en ndinero y tfl.1118flo, en general 
son pequellae 1 de 2 a 6, pero en ocasiones suelen eer 81'8!! 
dea y de 18 a 20 eaf~rulaa; ayudan a la localización del -
mloleo cuando *'ate se oculta entre lae numerosas vaouolae 
7 grwao1 del oitoplasma.< 17 > Además, posee el trofozoito, 
ret1culo endopláamico escaso y carece de doa importe.ntea -
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TiL'?OZOITO 

(llil el in~estino grueso) 

~ 
TROFOZOITO PRE~UISTE 

Invaai6n de otros órganos 

(hígado, pulmones) 

1 
(Mul t1plicaoi6n por fisión binaria) 

l 
QUISTE 

Mononuoleádo 

i 
Binucleado 

J, 
Tetranucleado 

r (Evacuados 
~ 

en Heces formadas) 

'l'BOFOZOITO l 
(In el intestino delgado) 

t 
TROFOZOI TOS 

En el medio ambiente 

l 
MB'l'AQUISTICOS ~ates viables ing&l:lidos 

\ / 
i:ETAQiJI STE a( 

(Liberados en el intestino delgado) 

FIO. I. Ciclo Vital de Entamooha hiatol¡tloa. 
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organeloa: aparato de Golg1 y mitocond.riaa. (J.S) Su locomo­
ción ea bastante notable, resulta de la formaci6n de pr.o­
longacionee aeudop6dicae del eotoplaema, en el interior de 
las cuales fllJ1'e el endoplaama.(l6) 

La. multiplicación de un trofozoito ea mediante -
fisi6n binaria, es uruy rápida, suele completarse en 20 o -
40 segundos, un trofozoito binucleado simplemente se alar­
ga por movimientos polares de sepa.ración, ae produce un 
puente estrecho, cad& ves más delgado, hasta traneformarae 
en un fila.mento citopláemico que termina por romperse. El 
volumen y contenido celular aparentemente se distribuye en 
i:utes iguales· y ae forman dos i-.nievoa trof'ozoi toe. Puede -
auoeder que ee deeprenda.n porciones citopláamicas e.nuolea­
das que se de&trufen deBIJ'l'ª de algdn tiempo o son reinco,r 
poradaa por la propia amiba, otras veces una amiba vecina 
;-rttra en contacto con ellaa y la8 incorpora a su llla.ea cito 
pláamica. ( 18 ) -

Loa trofozoitos por lo menos durante algún tiem­
po, viven y ae mu.ltiplioan en las criptas del intestino 
srueso, probablémente utilizando las secreciones mucosas -
como alimento y mediallte prooeaoa metabólicos anaerobios -
e'íl aimbioeia con ciertas bacterias ent~rioas. Una vez que 
ae ofectta la invasión de loe tejidos, la Wliba ya no de-­
pende d~ las bacterias, ;1'ª obtiene de ellos el substrato 
m.atab6lico nGoeaarioa(l6 

En condiciones naturales no se produce el enqui.! 
tamiento en loa tejidoe. A medida que la materia fecal ~ue 
contiene los trofozoitos se empieza a deehidratar en la -
luz del colon, istos se dsaprenden de loa alimentos no di­
geridos y se condensan en una mru3a esférica, formando aa! 
el ;g_equi~. Entonces secreta una cubierta resistente y -

relativamente delgada y formado el S~ .!.!'~~.!'~· En es­
te esta.do til organismo eéiJ.n tiene un r.ú.clcor ;:!omo sucede -
e··: el t~ofozoi.to y en el~,: :;~1v.:·:~"~·~, (16 119) 



A 

B e 

FIG. II. - Morfologia de algunas fases de 
Entamoeba hietol¡tica. A, trofozoito ac­
tivo; B, estadio prequ!etico; e, quiete 
tetranucleado, (toraado de Paraaitolog!a 
Cl!nica. de Faunt, 

137, 1977). 
Ruaeell y Jung, pag. 
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Los quistes son esfé.l'icos, su diámetro v11r!a en­
tre 5 y 20 micras, aproximadamente, maduran por dos mito-­
sis consecutivas del núcleo mediante las cuales ee produ-­
cen 4 ndcleoa. En raras ocasiones se encuentran hasta 8 n~ 
oleos en loe quistea maduros de ciertas cepas de esta mia­
ma eapeoie. Son llN1 eeneiblea a la putretacc16n, deaecac16n 
1 temperaturaa auperiorea a 40º0 e inferior a 5ºc. (l6,l9) · -. 

Una vez que el quiste llega a la boca y es degl.!! 
ti4o ¡199a por el eat6mago y penetra en el intestino delga­
do. El quiate no experimenta oambioa aparentes mientras se 
encuentra en lugarea en donde la reacción del medio ea ic,! 
da, pero tan Pl"OlltO COlllO el m.e4io en que ee encuentra el: -. 

neutro o ligeramente alcalino entra en gran actividad. Ba­
to, combina4o con la acci6n de loa jugos digestivos, debi­
lita la pared del quiete y permite que la amiba multinu­
oleada (aetaquute) ulp al exterior por una pequefta hen­
didura 4e la 1191'e4 que la envuelve. Inmediatamente, el 01-

topl.a9111a ee 4iv14e en tantaa partea como n4cleoa tiene, de 
"tal IDUlera que oada ndoleo paea a aer el centro de un pe­

queno trotosoito !!tagufatioo. Aat, del proceso de desen­
quilltuiento aJU"eoen 4 pequeftae aaibaa. En condicionas 
4e1tavorabl11 para el deeeaquietamiento en el inteetino -
4•1&&4o, loa qui1tea ion tra129portados con la materia fe­
oal hacia el ª'••tino Cl"'••o 1 deapu4e eon evacuado• con 
lu .beoH 111& babeNI 4e1enqul1taclo. L09 trotocoitoa 11eta­
'luia'1coa 1cm 11eft4oe oOD el contenido del inteatino del­
cato haola el oteco, lupr 4ondt llepn • eatableoene ai 
aaa en mbllro nt1c1ente para que uno o lllM de ellos se 
pongan en contacto con la mac011a o •• alojen eu laa orip­
t.a gluldulare1. Una ves que la• pequeftae amibas comienzlVl 
a aliatntarae 1 oreoer, llegan a oonvertiree en trotozoi­
toa nol'llalea 7 •• coajleta el ciolo de deaarrollo.< 16,l9) 

Loa ~ofozolta. 1a e1tablecldoe empiolan a mult! 
plice.ree por t1116n binaria 1 a inva<.11.r tejidoe utrainte.! 

- g -
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tin&les ya que al ir penetrendo a zonas profundas de la ~ 
coaa o de las glándulas ee ponen en contacto con vasos li~ 
t'ticoe 7 vaaoe aanguineoe, loa cuales loe transportan al 
h!gado, pulmones y aWlque poco frecuente, pero no conside­
rado raro, llegan a invadir hasta el enc~falo.< 16119) 

Inmunologfa. 

La infección producida por Entamoeba hiatol,ytica responde 
a 1aa reacciones de i.rum.ulidad que ae presentan en cualquier 
otra 1ntecc16n; participando tanto loa fen6menoe de inmun! 
dad hum.oral, dependiente• de loe linfocitoa B, ooao loe de 
inmunidad celular, dependientes de loa lintooitoe t.(l9) 

Ia inmul114ad bwaoral ea oaraoterisa por la pre­
eencia de anticuerpos antiamibianoe circulante• que eon -
1dent1ficadoe por medio de divel'8 .. t4onicae para reaooio­
nee eerol6gicae: inmm0dif\l816n en gel de a¡ar, fi~ao16n 
de complemento, hema&lut1Dao16n tnlireota, inlmulofluorea­
oenoia, aglutinacidn del l't•~ 1 oontrainmwloelectrofare­
eia. Eetaa reaccione• aon de gran utilidad en el diagn6a­
'Uoo 1erol6gico de la amilliuie invuora, parUoulara1nte 
en el ab•oeeo hepttico amibiano 1 en otrae foraaa sr•••• -
de la enfermedad en lU que la nepaeata inmmol6gioa ee -
-'8 tnien11a.< 20> 

La i.mnm14a4 celular •• oba1rva en aquelloe pa­
c ientee que han Hilado de abeceeo hep1Uoo uibiano, cuan­
do al eouterloe a 1u pne'bae de 1Dtra4eraornaoo1611 oon 
antlgeno aafbioo, dan un reeulta4o poeitlvo.< 21) 

Un hecho dt gran inter&e en la inmull1da4 humoral 
•• tu• loe anticuerpo• eapeolficoe pereieten aftoe doep¡le 
dt curada la amibiaei• invaeora 1 que, con tOda probab11i• 
dad, aparecen taabi•n, deap¡le de inteccionee aubclfnioae 
ooiao ocw·n en otraa mucbu eafer1114a4ea inteocioeu. Se -
coneldera que diohae uatlouarpoe .. , ... localizados en la • 
inmunoglobul1Da G y eegu.r!.UDente correspondan a la aubclaee 
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.(20,22) 

De acuerdo con algunas investigaciones se deter­
mina que loe anticuerpos antiamibianoa no eon unicamente -
testigos de la reacción inmunitaria sino que tienen además 
efecto nocivo sobre los trofozoitos de Entamoeba hiatol.yti 
ca, lo cual da bases para suponer que son anticuerpos pro­
"t;ctores. ( 3,4,5, 7, 10) 

Obtencidn de a.nt!genos. 

En basa a loa conocimient~~ que se tienen sobre eeparaoi6n 
y purificación de organeloe de algunas º'lulas y mioroor~ 
niemoe, ee ha obtenido fracciones anti¡4nica.e amibianaa º.! 
da vez más puras, aa!, la fracción riboa6mioa y la fraco16n 
lieoe6mioa se ha podido obtener aplicando ultracentrifuga­
ci6n a diferente• velocidades a un homogenizado de amibae.(l3) 

Otro m'todo que se ha utilizado en la obtenci6n 
1 purificación do tracciones de B. bisto]¡tioa ee la croma 
tograf1a de columna de ezolusi6n molecular,( 23) en la oual 
la muestra a purificar ea encuentra disuelta en una eolu-­
ci6n reguladora, y se deja fluir por gravedad a lo largo -
de una columna empaquetada con gralnuloe, o perlaa, de un ~ 
pol1mero inerte, de elevado grado de hidratao16n, que ha -
eido previamente lavado y equilibrado con la eoluci6n reG 
ladora. En la columna empaquetada, laa moltSculaa de tamaflo 
.. piquello que lo• gr&nuloe penetran en los poros inter-­
no. de loe miemoa 7 cltmoienclen a lo largo de la columna a 
nlocida4•• dietintae de acuer4o al peeo molecular. Le.a m.2 
14culaa m'8 grandes que loe poros internos de las perlaa 
no aon atrapadas 1 aon eliminadaa con la soluo16n regulad,2 
ra, ea dtcir, aon excluidas 1 permanecen por ello en el V,2 
lumen de exolusi6n de la columna, definido como volumen do 
la fase acuosa en el ezterior do loe gránulos. 11 Sephadex. 
ea el material que ee emplea para dicha cromatograt1a, y -

ee el nombre comercial de un derivado polisac'-rido formado 
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por residuos do gluc oea; e orno hay de d i:feren te t1.1u1111'10 de -
poro interno ayuda muy bión en la aepa.raci611 de dive1·sus -

fracciones de la amiba, depenñiendo del peso molecular de 
la part!cula.C 24 ) 

La cromatograt:f:a ha sido de gran ~da en la. in­
veetigaci6n de las tracciones antigénicaa,amibianas, 
Meerovitch (1970) efectuó un estudio sobre la purificaci6n 
de a.nt!genos de un cultivo monoxénico de Entamo~ hiat2.1l 
tica por filtracidn en gel, utilizando Sephadex G-200 y -
s;;b'adex G-100 (25). L6pez Osuna y Kretschner (1971) (2l) 
emplearon Se:¡j\adex G-200 para fracci.onar extractos de la -
cepa Hl-9. Shu Mei Ohang (1979) <26 >comparó laa fracciones 
de doe cepas, HT-31 7 HIC-9, obteaidaa a travéa de Sepha.dex 

a~200, encontrando que la fracción II de ambas. cepae te­
nfan antfgenoe comunes. Sa111lney y ~ole. (1980) <21) al -
fraccioD&r con Sepbadex G-200 un extracto e.mibiano cepa 
MDls200, identiticd a la fracción I como la dnica fracci6n 
potencialmente iNllWlo~nica. Otro estudio cromatográfico -
e1 eí reali&ado con Sepbadex G-150 en el cual ee empleo un 
cultivo axlnico aonioa4o de E. hieto],ytica cepa IP-106, d! 
term1Dall4o que. la fracoidn I proporciona maror protecci6n 
contra w:aa 1noculac16n intrahepática de trofozoitoa en 
ha11111tere de 75 a 60 gr. de peeo.<_!4). 

Por medio de la combinaci6n de 'atas tácnicae 
(oromatogratfa, centrifugacidn, diilliaie), E·e han logrado 
tracoionee de la amiba oon 4iferentee grados de pureza. La 
identificación de dichas fracoionee, ae logra por pruehao 
de prec1p1taci6n utilizando un suero inlllWlo. Se hacen .Pru! 
ba1 en tubos de ene~e, en capilares o en placas por rlit'u­

ei6n de agar, paeden eer cualitative:.i o cuantitativas de­
pendiendo de la informac16n que ee tensa. En el pl'ocoao •le 

pur1ficae16n, loa m•todos de dituei6n ~ll o.gil?' son cmplon-­
doe como control 4e loa raaterJ.aloe dol extr~!cto crudo. 
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Una ves que ee cuenta con las f1·acciones del mi­
croorganismo purificadas ea necesario eaber ei estas frac­
ciones P11eden dar protección al ser humano, ya que late ea 
el objetivo que se persigue, "proteger al hombre". Para -
oumpl1r dicho f!n se determina la potencia de las fraccio­
ne1 pu-1tioa4&a mediante an411eis b1ol6gicoa, debido a que 
no se dispone de pruebas qu!micae o físicas válidas. De -
loa sn4lieie biológicos se pide que nos digan si un prepa­
rado ea capaz de producir una reacci6n predecible en un -
•e~ humano al administrarBe en una dosis prescrita. En el 
caeo de Entamoeba hieto]ltica, para conocer la protecoi6n 
que dan aue t_racciones purificadas ea hacen pruebas en an! 
alea de experi.Jlentac16n, loe cualee son aometidoe a inocl! 
laciooea con dichas tracciones y m4a tarde son desafiados 
oon aaibaa vivas; dentro de loe animales de experimenta­
o16n que ae utilisan se encuentran: el hamster dorado y el 
oob110. ~ el traba3o realizado por Krupp (1974) <26 > se -
parific6 un liaado de B. hietolftica por filtración en una 
columna de Se¡t\adex G-150, 1 demoetr6 qua. las fracciones -
paritioadaa proporcionaban protecci6n contra la infección 
aaibiana a cob91oe. Por otro lado, el hamster dorado da 
empleado ea el lac:tante, 1• que H de :Uoil mane~o 7 se le 
p&e4e inclucir una amibiaai• heplltica como lo deaoat~6 
.. ttern 1 Keister (1977)(l5), eete miemo modelo tul emplea 
4o por el Dr. Sepu.lYecla 1 cole. ( 1978)( ll) pera comparar -­
la prot1cci6n de dit1rent1e fraccione• ¡Jllritioaclaa de 
1, hie)o1ttioa cou1cleran6o &oeia 1 gracloa de p¡reza. Otra 
unera oon la que ee podría conocer la proteccidn que pro­
porcionan la9 fracciones :pllrificadae de E. histol.Ytica se­
ria la prueba de neutralizac:l.6n, ya que ae ha visto que el 
euero hu.mano inmune, ••clado en distintas proporciones -
oon cultivo• de E. bi•tol.Jtica, produce alteraciones de -
gravedad variable en loa trofozoitoe; 1 no solo eao, sino 
taab14n neutraliza totalmente su virulencia (3,4,5,1,10). 
Mi euati t\l,yendo el suero humano inlllUJle con su.ero inmimiz.! 
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do con fracciones purificadas de E. histol,ytica, ee determ.!, 
ne.ría la 1>rotecci6n que brindan tales fr!.Lcciones. 

De acuerdo a lo que se ha descrito, es necesario 
que laa pruebas de actividad biológica se rea.lioen junt1.t.­
•nte ooD lu pnaebu de identitioaoi6n (pruebas de preci­
pitaoidn), 7a que proporcionan 4atoa de gran valor en el -
eetudio de los 1nmun6genos de la ai:liba, haciendo posible -
explicar y seguir loa varioe constituyentes que se obtie­
nen en un fraccionamiento, y eatablecer la relación que 
h~ de uno aon otro, para que m4a adelante se defina por -
un 1nmun6geno óptimo con-tta la amibiasis. 
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OBJETIVOS 

Los objetivos de este trabajo eon: 

l.- Obtener un ant!g~no soluble amibiano mediante 

la cromatograt!a de un homogenizado de ~­

moeba hieto].ytica cepa HM-1 IMSS, cultivada -

en forma ax,nica. 

2.- Deta1·111inar la inmunogenicidad de loe antfge­

noe solubles obtenidos por cromatogratfa y 

del a.ntfgeno crudo de Entamoeba histol.ytica -

cepa HM-1 DlSS. 

).- Valorar loa antfgenoe antes mencionudoa mediar!, 

te la prueba de neutralizaoi6n en ha.matera 

lactantes. 
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PLAN DE TRABAJ01 

En base a lo antes mencionado se tiene el siguiente plan 
de trabajo: 

I.- Cosechar los trotozoitoe de Entamoeba hietol,ytica 
cepa HM-1 INSS cultivados axenicamente en el medio 
TYI-S-33 (tripticaea, extracto de leTadura, fierro 
auero), y obtener el antígeno ci·udo de EntWlloeba -
histo!ytica cepa HM-l DISS. 

II.- Obtener por Cromatograt!a en gel (SeP'>.adex G-200) 
el antigeno soluble de Entamoeba histolytioa cepa 
HM-1 russ. 

III.- Inmunizar conejos con cada tracción obtenida con -
adluvante completo de Preund, de acuerdo a los cua 
droe: l, 2 1 3. 

IV.- Obtener el suero inmune mediante la sangría de los 
conejos. 

v.- Realizar la prueba de neutralizaci6n del suero in­
mune con trotozoitos de Entamoeba hietol.ytica cepa 
HM-1 IMSS e inocular esta mezcla por vía intrahe­
p,tica a hametere lacta.ntea. 

VI.- Sacrificar a loe 8 dfae, loa hwustera con al fin -

de observar si ha,r formaci6n de abacesoa hep~ticos. 

VII.- Determinar el grado de protecci6n obtenida con ca­
da fracci6n antigénica 1 comparar entre ellas. 
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M A T E H I A L Y M E T O D O S • 

l. - SOLUCIONES. 

Preparaoi6n de la Soluc.i6n Reguladora de Foafatos 

¡;ff 7.2 1 0.15 M. 
Todos los reaotivoa utilizados fueron J .T.Baker y se 

usó agua destilada. 

Reactivo Cantidad 

Cloruro de Sodio ------------- 114.75 gr. 
Posfato monobásico 

de sodio ---------------------
Fosfato dibásico 

de potasio ------------------- 3.0 gr. 
Agua destilada --------------- 15. o l te, ,, 
S1 aju11t6 el ¡ji a 7. 2 e:on hidr6xido de soctiÓ~'h 

0

4Q%. 

Preparaci6? de la soluciones uaadaa en la de'.t~r~:i.~a­
ci6n de prote!nas por medio de la reacción de Folin -

Ciocalteu. 
Soluc16n A: 
50 partes de soluci6n de carbonato de sodio al 2% en 

hidr6Jtido de sodio O.lN. 
0.5partes de aoluc16n de sulfato de cobre pentahirlr~ 

tado al 0.5~ en citrato de sodio al l~. 
0.5parte• de aoluci6n de tartrato de sodio y potaHlo 

al 1.0%. 
Solución B: 
l.O parte de Reactivo de .Folin - Ciocc l tcu 
1.0 ¡iarte de agua clentilada 
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2.- OBTENCION DEL ANTIGENO CRUDO DE E. hietol.ytica. 

Se utiliza.ron cultivos de Entamoeba histo1ytica 
cepa HM-1 IMSS, cultivada en forma ax~nica en el medio 
TYI·S-33 ( triptiaaaa, extracto de levadura, fierro-suero) ( 29), 
y ee eelec~ionaron aquellas botellas que por observac16n -
macroscópica y microacópica tuvieran crecimiento abundante 
y en buen e:Jtado. Las botellas se c.olocaron en un recipie_!! 
te que contenía hielo, durante 15 minutos aproximadamente. 
Al cabo del cual, el contenido de las botellas ae vació en 
recipientes cerrados de plástico, loe cuales se centrifu~ 
ron en una Centríf'u8a Refrigerada Automática Sorvall, {mo­
delo RC2-B, cabezal GSA~, a 95 G por 10 minutos. Se decan-
t6 el eobrenadante (medio de cultivo) y se reeuspendió el 
sedimento celular con un volumen igual al del medio decan­
tado, de aoluc16n reguladora de !oafatoa ¡il 7.2. Se oentr! 
tug6 a 95G durante 10 minutos. Se decantó el sobrenadante 
y se reauspendi6 ~l eedimento celular con nueva aoluci6n -
reguladora de fosfatos pH 7.2. Este lavado se repit16 dos 
veces máe. 

Se recuperó el paquete celular de la dltima lav! 
da, aproxi&ladwnente 95 ml, se depositó en el vaso del Tri­
turador Sorval ( omni-mixer), donde se f'ragment6. La frag­
mentación del paq,uetr; IU!lul.a.r ful satisfactoria cuando el 
9(}.( o más de las c4lulae que ee observaron al microaoopio 
de contrast~ de fases (objetivo 40x) se en~ontraban fras­
mentadae. Deep!l•s ee centritu.g6 el bomo89nado a 285G dur8! 
te 20 minutoe. Al aobrenadante as! obtenido ae le llamó A!! 
tfgeno Crudo de Entamoeba hieto].ytica, se le determin6 la 
cantidad de protefnas por el lltodo de Polin-Ciocalteu(30) 
y ae conservó en un Congelador Imperial, (modelo CV-123 A), 
a -20°c, hasta que ful usado. El sedicento celular ee eli­
minó. 
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3.- PURIFICACION POR CROb:ATOGRAJ!'IA EN GEL (SEPHADEX G-200) 

DEL ANTIGENO CRUDO. 

Se pesó 25 gr. de Sephadex G-200 (Pharmacia) y se 
depositó lentamente en un garraf6n de vidrio de 5 lt de c~ 

peoidad que oontenía en agitaci6n 2 lt. de agua destilada 
con 2 ml de merthiolate al 0.1~ (dilución final 1:10 000). 

Efectuada la mezcla se conservó en refrigeración por 48 
boraa agitándose de vez en cuando y se mantuvo en refrige­
ración hasta eu ueo. 

Se empleó una columna ~Phe.rmacia Fine Chemica.la), 
(modelo K:-26/lOO~a la cual se le agreg6 ya agitada la auepe!! 
aión de Sephadex y se llenó lentamente y sin burbujas a su 
capacidad (45om de largo x 2.5 cm de diámetro)< 25 >. Ya em­
pacada la columna se conect6 la manguera de entrada a un -
garrat6n de vidrio de 5 lt. que contenía solución regulad2 
ra de toetatoe }ii 7.2 con merthiola.te O. l~ y se abrió la -

llave de salida de la columna a una velocidad de flujo de 
9 ml/bora ( 25). Oon el fin de estabilizar el lecho, se~ 
tuYO eata entrada de eoluoi6n por 24 horas, al cabo de las 
oualea, ae eliminó toda la soluoi6n reguladora almacenada 

en el lecho del Se¡ibadex y ee depositó 10 ml del antígeno 
crudo de E. hiatol.ytica, a partir de ese momento ae fueron 
recolectando 3 1111 cada 20 min., recolectándose 70 tubos 
previuente numeradoa. Cuando los 10 ml de antígeno crudo 
4e lntamoeba hiato]ltica penetraron en el gel se coneot6 -

la 111&11411lera de entrada a la 1oluoi6n reguladora de !oata­
toa ¡fi 7.2. Inmediatamente despu~a, ee reguló el flujo de 
entrada de tal manera que en la superficie del gel hubiera 
un volumen constante de 10 ml de solución. As!, se coneer­

vó la columna hasta la recolección de loa 70 tubos que !"u.2_ 

ron mantenidos en refrigeración hasta su itientificación, -

Ea importante hacex· notar que el empaque de la columna y -

eu uso se efectu6 en cuarto frío ( 5 °c). 
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Selección de la. fracción soluble A. 
Para seleccionar la fracción soluble A se efec­

tuaron dos análisis a las 70 rauestras recolectadas: lo. 
lecturas de abeorbanciaa en un espectrofot6metro marca 
Seizz (modelo :FMQ-2) a. 280 n:n. ti.senda como blanco la. eolu­
ci6n reguladora de fosfatos pH 7.2, y 20. prueba de inmun2 
difUei6n por el método de Ouchterlony. Eata última prueba 
se efectuó porque se deseaba que la fracción soluble eele~ 
cionada, fu.era anti~nica. Seleccionada. la fracción soluble 
A se pae6 a través de un filtro de vaso Millipore para te­
nerla estéril. Se le determin6 la cantidad de proteínas -
por el m~todo.de Folin-Ciocalteu (lowry)(30) y ee conaerv6 
en congelac16n hasta eu uso. 

4. - OETENCION DE LA FRACCION SOLUBLE :S. 

Ia fracci6n eollible B fú6 :proporcionada por el -
laboratorio de Ultracentr!tugas del Ho~pital General del -
Centro M6dico, ae obtuvo de la purificación por oromatogr! 
fía del antígeno crudo de E. hiatolytica en Sephadex G-150 
de acuerdo al trabajo efectuado por K.rupp en 1974( 28 ). 

El 0bjetivo ~or el cual se trabajo con la frac­
ción soluble :B tué tener con que comparar la antigenicidad 
de la fracción soluble A obtenida a trav~s de Sephadex 
G-200 y de esta manera se conociera como influye la purif,! 
caci6n de un antígeno· amibiano en su poder antig~nico. 

5.- DETERMINACION MODIPICADA DE PRO'?EIHAS POR MEDIO DE 
LA REACCION DE FOLIN-CIOOALTEU( )O). 

Se d~positó en un tubo de ensaye 0.5 ml de lu -
muestra y se llevó a l ml con agua destilada. Se atireg6 3 
ml de Solución A, a3itándoae vigorosamente y se dejó en r!:_ 
poso durante 10 min. Deepu~a se agregó 0.3 ml de Solución 
F, agitando vigorosamente y dejándose reposar 30 min. Se l~ 
y6 el color en un Espectrofot6:netro marca Seizz (modelo -
R«Q-2) a 590 nm y se rletermin6 la cantidad de proteinas de 
la muestra cu lu curva de calibración efectu11da oon albúm! 
na. bovina. 
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6. - PRUEBA DE INMUNODIFUSION POR EL ME'fODO DE OUCHTERLONY. 

Portaobjetos limpios fueron introducidos en un -
vaso de precipitados que contenía. i6n agar al 0.5% (en so­
lución salina fisiológica + merthiolate 1:10 000, marca 
oxoid), se sacaron y se coloca1·on sobre una. superficie li­

sa. Inmediatamente se cubrieron cada uno con el i6n agar 
al 1.5% (en solución salina fisiológica + merthiolate 
1:10 000, marca oxoid) para formar una cap11 de 3 mm. Se d~ 
jaron solidificar y después se perforó el agar haciendo 7 
perforaciones: l al centro y 6 en forma equidistante, Se -
hicieron 2 juegos por cada portaobjeto. De acuerdo al dib~ 
jo de la figura l. 

Se seleccionaron las fracciones, tomando el tubo 
No. 1 y todos loe tu.boa que fueran mdltiploa de cinco (5, 
10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, hasta el 70), para tener una -

\ correlación con la cu.rva de adsorción de las fracciones 
antigónicaa. Se tomó con un tubo capilar suero de conejo -
antihomogenizado de título l: 128 y se coloc 6 en el pozo 
central de cada conjunto de perforaciones hasta cubrirlo -
totalmente. A loa 15 minutos se repiti6 la operación (2 V! 
cae). Con otro tubo capilar se tomó antígeno crudo de !:. 
~tol,ytica y ee colocó en uno de loe pozos laterales has­
ta cubrirlo totalmente. A loe 15 minutos ee repitió la º.P! 
racidn (2'vecee). Con cada una de las fracciones aeleccio­
nadae se hizo lo mismo; con un tubo capilar limpio se tomó 
muestra 1 ae coloc6 en otro pos.o lateral, hasta que fué o~ 
bierto totalmente. A los 15 minutos se repiti6 la opera­
ción (2 vecea). Pué un pozo latel'al para cada frucci6n. La 
lectura se efectu6 a las 24 horas manteniándolos a temper~ 
tura ambiente y a las 48 horas si fueron conservados en r~ 
trigeraci6n; si a las 24 horas no hubo lectura ae conaerv~ 
ron hasta por 5 días en el cuarto frío. La lectura positi­
va conaieti6 en descubrir una banda de pi·ecipitaoi611 entre 
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Fig. l. - Ejemplo de las perfor•acionea que 

ee hicieron sobre eL agar de los portaob­
jetos para efectuar la Prueba de Irununod_! 
twsi6n. Se efectuaron 2 juegos de 7 perf_2 
raciones on cada extremo del portaobjeto, 
quedando distribuidas en la siguiente fo_r 

ma, l al centro y 6 en forma equitli.stante. 
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Pig. 2.- Bjemplo de bandas de precipitación 
que ae forman en una prueba positiva de in-
11Wloditua16:n. Como eatae bandas son las que 
•• eepe:raban tener cuando algunas de las 
traccion•• depoeitadae en cualquier pozo l,! 
teral tuera antiglnica y por lo tanto diera 
una rte¡J11eeta positiva al reaccionar con el. 
suero antihomogenizado de Ent!lllloeba histol.y 
~ cepa mt-1 IMSS. 

- 23 -



el poso central y uno de los laterales (como aparece en el 
dibujo de la fig. 2). La presencia de la banda de precipi­
tación si8Jlifica que la muestra seleccionada era antig,ni­
ca al suero de conejo antihomogenizado. 

~.- INMUNIZACION DE CONEJOS Y OBTENCION DE SUEROS.HIPER­
ImlUJfES. 

Se inocularon dos conejos de 2.5 - 3.5 Kg. de p~ 

eo por cada antígeno de Entamoeba histol.ytica obtenido (~ 
tígeno crudo, antígeno soluble A, antígeno soluble B), La 
inoculación se realizó en el cojinete plantar de loe cone­
jos. El programa de inmunizaci6n de cada antígeno se des­
cribe en loa cuadros 1, 2, y 3. 

I.a sangría de loe conejos se hizo de la siguien­
te manera: se colocó al conejo boca arriba sujetándole fuer 
temente las extremidades, ee limpi6 con un algodón iwpreg­
nado de alcohol y ae puncion6 el coras6n mediante la aguja 
No. 16, extrq4ndole 10 m.l de ae.ngre. La sangre ful depos,! 
tada en tuboe 7 ee dej6 en repoeo a temperatura ambiente, 
alrededor de l hora. Con una •arilla de Ti.cirio ae removió 
de la pare4 del tubo el co,gulo contraido y ee aluoenaron 
loa tuboa en refrigeraci6n por 24 horae. 

Se eliminó el co4gu.lo de loe tubos y el suero 
formado tul extraido por medio de una pipeta y futS deposi­
tado en otroa tubos para someterlo a 156G en una Centrífu­
ga Refrigerada Beokman (modelo 'r-J-6) durante 10 minutos, 
con el objeto de obtener un suero claro libre de eritroci­
toe contaminantes. Se recuperó el suero de loe tubos y el 
oedimento oe eliminó. 
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SEMANAS 

la. 

2a. 

)a, 

4a. 
Sa. 
6a. 
7a. 
8a. 
9a. 

10&. 
lla. 

l2a. 

lJa. 

D O S IS 

0.5 ml de antígeno cruuo + 0.5 ml 

vMte Completo de Freund. 
0.5 ml de ant:!geno crudo+ 0.5 ml 
va.nte Completo de Freund. 
0.5 ml de antígeno crudo. 
0.5 ml de antígeno crudo. 
0.5 ml de antígeno crudo. 
Deecanso. .. 
Sangría (Obtención del suero). · 
Deaoanso. 

Sa.ngria (Obtención del 
Deacnneo. 

. -··-----··~·.:-.·-··•/ 

1. ml de antígeno crudo + 1 ml de Aeyuvante . 
Completo de Freund, 
l ml de antígeno ~r11do + l ml de Adyuvante 
Completo de Freund. 
Sangría (Obtención del suero), 

Cuadro 1,- Esquema de Inmuniza~i6n con Antígeno 
Crudo de Entamoeba histol,ytica. cepa mr-l mss, 
con una cona.entraoi6n de prote!nae de o.670 mg/wl, 
Sipiendo eete eaquema ee inoculo.ron 2 conejos. 
en el cojinete plantar. 
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SEMANAS 

lé.. 

2a. 

3a. 
4a. 
5a.. 
6a. 
7a. 
8a. 
9a.. 

lOa. 
lla. 
l2e. 

l3a.. 

l4a.. 

D O S I S 

l ml de ant!geno soluble 
vante Comyleto de Freund. 
l ml de a.ntigeno soluble A + 

va.nte Completo de Freund. 
l ml de antígeno soluble A. 
1 ml de antigano soluble A. 
.l ml de a.nt!genv soluble A. 
Deacanao. 
Sangría (Obtenci6n del suero). 
Descanso, 
Sangría (Obtención del suero). 
Deaoanao. 
Descanso 
l ml de ant!geno soluble A + l ml de AdV,!! 
vanta Completo de Freund. 
l ml de antígeno soluble A + l ml de A~ 
va.nte Completo de Freund. 
Sangrfe. ( Obteno.i6n del suero). 

cua!ro 2.- Esquema de Inmunizaoi6n con Antígeno 
Soluble A (ant!geno obtenido a trav~a de Sepha­
dex G-200) de Entamoeba hietol,ytioa a:epa H?.t-1 

ntss, con una concentraoi6n de proteínas de 
0,210 zug/ml. 3e inocularon 2 conejos en el coj! 
nete plantar bajo este esquema. 
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SEMANAS 

la, 0.5 ml de antígeno s 
Adyuvante Completo 

2a, o.5 ml de antígeno e 
Adyuvante Completo 

3a.. 0.5 ml de antígeno 

4a. 0.5 m1 de antígeno a 

5a. 0.5 ml de antígeno 

6a, Descanso. 

7a. Sangría (Obtención 

ªª· Descanso. 

9a. Sangría. (Obtención del 

Cuadro 3.- Esquema de Inmunización con Antígeno 
Soluble B (antígeno obtenido a trav~e de Selila­
dex a.-150. Proporcionado por el Depto. de Ultr~ 
centrifug~e del Hospital General del Centro M~­
dico) con una concentración de proteínas de 4,8 
mg/ml. Fueron 2 conejos loe que siguiendo este 
esquema se inocularon en el cojinete plantar, 
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Se determinó a cada suero obtenido el título de 
anticuerpos por medio de la prueba de precipitaci6n en ca­
pilar y la prueba de inhibici6n de la hemaglutinaci6n, y -
fueron conservados en congeladox· c-2oºc) hasta au uso. 

Prueba de precipitaci6n en capilar. 

Se uaaron tuboa capilares marcados como indica -
el dibujo. 

--1 

El snt!geno crudo de E. histol,ytica fué diluido 
con soluci6n salina fiaiol6gica de acuerdo al cuadro No, 4. 
El suero al cual se le determinó su título de anticuerpos 
no se diluyó, se emple6 como se tenia. Teniendo preparado 
lo anterior, por uno de loe extremos del tubo capilar se -
tomó la soluci6n de antí~eno hasta la primera marca seftal~ 
da del tubo capilar y se retuvo la mueatra tapando el otro 
extremo. 

Se dejó correr la aoluci6n de ant!geno hasta el 
otro extremo sin llegar a gotear y por ese lado se tom6 el 
suero hasta la primera 1narca sefialada eu el tubo capilar. 
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DILUCION PREPARACION 

112 l ml de antígeno sin diluir + l ml 
de aoluci6n salina fieiol6gica. 

114 1 ml de antigeno diluido 1:2 + 1 ml 

de eoluci6n salina fieiol6gica. 
116 l ml de ant!geno diluido l:• + 1 ml 

de aolucidn salina f1eiol6gica. 
1116 1 ml de antígeno diluido l:A + l ml 

de solución salina fieiol6gica. 
1:32 1 ml de antígeno diluido 1:16 + l ml 

de aoluci6n salina fiaiol6gica. 
1164 l ml de antígeno diluido 1:32 + l ml 

de solución salina fieiol6gica. 
1:128 1 ml de antigeno diluido 1164 + l ml 

d• aoluoi6n salina fisiológica. 
1:256 1 ml de antigeno diluido 1:128 + 1 ml 

de aoluoi6n salina tiatol6gica. 
11512 l ml de antígeno diluido 1:256 + l ml 

de solución salina fiaiol6gica. 

Cuadro 4.- Dilucié del .AD'1pno Crudo de !!!!!­
~ biatol,ytioa cepa HK-1 DISS (concentraci6n 
de proteínas o.670 ma/111) con aoluci6n aalina 
fieiol6gica. Eatae dilucionea se efectuaron pa­
ra determinar el título de anticuerpos a loa -
aueroe extra!dos de loa conejos inmunizados con 
loe antígenos amibianoa. 
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Se mezclaron y se coloc6 el tubo copilar eobre ~ 
na baae de plnstilina, tratando que la mezcl~ quedara en -
el centro del capilar; todo eato se hizo con r:a.da una de -
las diluciones del nnt!geno y con el antígeno sin ñlluir. 
Para cada suero q~e se le determin6 su titulo de a11ticuer­
p08 ee corrieron doe blancoe, uno que era el tubo capilar 
conteniendo unicamente el antigeno sin diluir y el otro, -
que era el tubo capilar con suero solamente. La lectura -
se efectu6 a lae 48 horas en refrigeraci6n y se apreci6 un 
precipitado en 101 tubos, el cual fu4 ae~ulado con una 
cruz ei la cantidad de precipitado apenas era apreciable, 
dos crucee <mando era un poco mayor, tres c:&'Ucos cuando -
era -'e la cantidad de precipitado y cuatro cruces ei era 
abundante. 

Prueba de Inhibic16n de la hemaglutinaci6n. 

Beta pnieba se deearroll6 con el equipo de Cello,¡ 
noat .Aaibiuie, lllU'Ca Bebring, efectuando la ttfonica de la 
llliorotitulaoidn en pleca. 

Se rotul6 una placa como se indica en la tlguru 
J. Mediante una micropipeta Socorex se coloc6 0.05 ml.. de 
aoluci6n tamp6n-tris pH 8.o en ca.da una de las 8 filas de 
cavidatea, de~uido vacfa la priaera cavidad de cada fila. 
Inmediatamente de•PQ4a, •• 001006 0.1 ml. de waa dilución 
118 4e1 auero oontrol pomltivo 4e amibiaeie (suero inlll\Ule 
de titulo cODocido, obtenido en cabrao) en l~ primeru oav! 
dad de la segunda tila. Se rer•iti6 el miemo ¡irocedimiento 
con el suero control negativo (1:8) en la terce:t·o. fila, 
aei coao con loe sueros problelllf:& (1:8) en 1110 fLlau reat!l!l 
tea. Jlecliante microdilu•.ores de 0.05 ml., previ.wue11t;e i:o!! 
troladoe por la prueba QO•NO•GO, ee tom6 0Ba cantidad de -
las primeras CH.V idades de las filas 2 a e y CU ¡JJ.'C' JlllI'Ó RHÍ 
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Pila Ro, 

No. 
wo. 

1 

1 

2 

) 

4 

5 
6 

7 
8 

o 
o 
o 
o 
o 
o 
o 
o 

o 
O -- Ó':~q~;Lói,~()c~;~Q'¿~óli~~(.)Si~';~:O~~ 
o o -o: 0:·67~0:-To,~o\o:::ro·;::o.:1~'. _, ___ , _______________ _ 

~ · ··~, ~i~t!i!i~1:[~il!M~i~i 
o o o -º o ó o o o b o 

ºººººººº 000 

A • oontrol del reactivo HAI 
E • control del suero positivo 
e a control del suero negativo 
D • suero deeo.onoc1do 

Pig, ),- Rotulaci6n de una placa para efectuar la 
pru.eba de Inhibici6n de la He111aglutinaci6n con el 
equipo de Cellognoet -Amibiasia. Esta prueba :f'u' -
aplicada a loe sueros obtenidos de conejos inmun1 
zadoe con ant!genoe amibianoe con el t!n de cono­
cer au título de anticuerpos. 
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serieu ele diluc.:.ionee con factor de 2, mezclrtndo y paeundo 
0.05 ml. a la siguiente cavidad, desechando la tUtirna. 

Se agregaron 0.025 ml. del Ileac t;ivo ele Am).biasis 
HAI a todas las ñiluciones de los sueros y a todas lo.a ca­
vidades de la fila 1 (control del Reactivo de Amibiasie 
HAI) y ee mezcló perfeatamente. Se dej6 reposar a temper~ 
tura ambiente durante 2 a 3 horas. Efectuando la lectura 

a las doe horas de haberse iniciado la prueba en base al -
siguiente criterio: 
pleta de lae células. 

positiva: si había aglutinación com­
poei ti va dábil: si hauía aglutina-

ci6n con indicios de formaci6n de acdmulo, negativa: si 
había sedimentaci6n de las células, formación de acúmulo. 
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8. - PRUEBA DE NEUTRHIZACION. 

Cuenta de trofozoitos. 

Se depositó en una accuvette II 19 ml. de Isotón 
II y l ml. de cultivo axénico de Entamoeba hiatol,ytica ce­
pa HM-1 IMSS de 72 horas de crecimiento perfectamente bién 
agitadas, obteni~ndoee una dilución J.:20. Fué colocada en 
el Coulter Counter(modelo ZB1)agitándoae previamente y se 

efectuó la lectura, para tal efecto tomó el upara to o. 5 

ml. de la dilución 1:20, por lo cual la lectura obtenida -
fué el número de trofozoi tos en o. 5 ml. de una dilución -­

l: 20. Se tomaron tres lecturas, las cuales se 1>romedia1·on 
y el promedio obtenido se multiplicó por dos para tener el 
m1mero de trofozoitoa en l ml. rie le. dilución 1:20. Para 
conocer el número de trofozoitoe reales se multiplicó la -
cantidad anterior por la diiuci6n (20) y se obtuvo el núm~ 
ro de trofozoitoe/ml de cultivo. 

Neutralización del suero innnme con trofozoitos 
de E. hietol,ytica. 

Por un lado el suero inmune fué inactiva.do en un 
Eaflo llar!a Preoieion Scientific Co. a 56ºc durante JO minE 
toa y deepuée se diluyó con solución salina fisiológica a 

112 y 114 y por otro loe trofozoitoe fueron diluidos con -
aoluci6n salina fieiol6gica de tal manera que ee tuvieran 
20 000 trofosoitoa/0.03 ml., que ea la ID100 , la cual fué 
determinada en este mismo laboratorio. 

P'ueron puestos en contacto la ooluci6n de trofo­
zoi tos de 20 000 er1 0.03 ml. con el sue:ro inmune ina.ctiva­
do ein diluir, en volumenee iguales• oe mezclaron y ne de­

jaron en contacto por una hora a tempPrA.tura umbiente, me! 
clando de vez en cuando. Esto mismo se hizo para eJ. suero 
innrune inactivado •lilución 1:2 y 1:4. Inmecliut1uno11te don­

pu~s Ríl ef·~ctnó ln inonulaci6n u lmü1sterr; L:u!1;antca• 
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Inoculación a hamsters lucta.ntes. 

Colocados los guanteo y fro·tadus ll:ls manos con -
el aserrín para que perdieran su olor, se procedi6 arreglar 
las cajas, en las que se depooitarían .las camadas de hwn.s­
ters ya inoculadas, colocando un pedazo de algodón (para -
que fuera usado como nido) y una mitad de manzana. 

Se tom6 la caja que contenía la camada de hams­
ters dorados (recién nacidos hasta de dos días de edad) y 
se sac6 a la madre depositándola en una caja provisional; 
nuevamente se frotaron las manos con el aserrín de la C8.lll,! 

da y la manzana, con el objeto de evitar el canibalismo, -
ya que si la madre percibía otro olor que 110 fuera el do -
ellos, los devore.ría. Con la mano izquierda fué tomado el 
ha.meter del dorso y se le estiró su piel del vientre de 
tal mallera que se podía aprec.iar el hígado, se limpió su -
piel mediante un algod6n impregnado de alcohol y se efec-­
tuó la inoculación percutánea al parénquima hepático de 
0.03 ml. de la mezcla del suero y trofozoitoa previamente 
agitada (era importante que dicha agi taci6n se hidera en­
tre cada bamster). Fué extraída la aguja del hamster lac­
tante y se corrieron loe planos; se limpió la zona afecta­
da con algodón limpio hasta que esa zona quedaZ'a seca y ae 
deposit6 sobre el algodón de la caja limpia. Todo eso ae 
hizo con cada hamater. 

Terminada la inoculaci6n de todos loe ha.matera -
de la camada, la madre ae reunió con ellos. Se metió una -
camada por cada mezcla de suero inmune y trofozoitoe, ade­
m4&, una camada de hamsters fué inoculada exclusivamente -
con trofozoitos y esta se conaider6 el blanco de la prueba. 

A loe 8 díae de haber efectuada la inoculación, 
cada camada de he.matera fu~ sacrificada. Se colocaron a -
todos loe animalitos de una camada en mi frasco que conte­
nia un algodón impregnado con éter para sacrificarlos. Una 
vez muertoa se fueron colocando sobre unn área lisa, boca 
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arriba sosteniéndolos de eu patas con alfileres y medla.nte 
un bisturí se lee hizo una incisión en el abdomen y con u­
na pinza se levant6 su piel dejando al descubierto su apa­
rato digestivo. Se revisó el h!gado,y sus alrededore3 con 
el fin de hallar abscesos, loa cuales se podían identifi­
car por presentarse como un tejido anexo de color blanco -
grisáceo. La lectura que ee hizo fu6 presencia o ausencia 
de a'bacesos y c.ont6 el nW!lero de hamsters que. presentaron 
abscesos por cada camada. 
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R E S U L T A D O S 

Selección de la fracci6n soluble A de Enta.moeba 
histol¡tica cepa HM-1 IMSS. 

Para seleccionar la fracai6n soluble A ee traba­
jó aon cuatro mueetraa de un mismo lote de antigeno crudo; 
cada muestra se hizo pasar a través de una columna de Se­
phade& G-200 y se recolec.taron 70 tubos con 3 ml cada uno 
por 11111eatra, los cuales se leyeron a 280 nm. y se gratica­
ron, obteni4ndoee como resultado en laa gr4ficas de las -
cuatro 111Ueatraa varios piooa de proteinas como se aprecia 
en la Tabla l 1 en las g:r':ficae 1, 2, 3 y 4. 

De la grt(fica l a la 4 se presenta la variaa:ión 
de las abaorbanciaa en función del No. de fracciones reco­
lectadas. El gráfico presenta W1 pérfil semejante a las -
cromatograf!as instrumentales modernas o recientes (de ga­
H• o de Uquidoa). El aumento dt la abaorbancia y su PO! 
t1rior 41aminuc16n corresponde a laa proteínas que tienen 
peso molecular eemejante eat_o en cromatografia se denomina 
•PICO". 

Ocm Hto1 resultado• se hiao una eeleoa:16n entre 
1u cuatro 1111e1U-u, H eligieron aquellaa 111 que el pico 
predollinante ••tuviera mejor definido 1 máa bi~n separado, 
por lo que ae dec14id elegir la muestra I y la muestra II, 
pgla la primera tiln• un pioo bUn definido de la fracción 
22 a ·la traco:l6n 34, '1 la II lo tiene de la fn.aei6n l7 a 
la fracai6n 34, aai que oon eetu lllLleatrae se continuó el 
trabajo. 

aomo lo que ae desea obtener ea una frac~16n so­
luble antig4nioa, se procedió aplicar la prueba de inmuno­
ditu.a16n por el m4todo de Ouabterlo111 a la.a fracoionee de 
las mueatraa seleccionadas como ee deacribi6 en JDaterialee 
y m4todoe; loa resultados nos illdioan que las fracciones -
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L e e t u r a s d e A b s o r b a n ~ i a s 

Pracci6n Muestra I li[uestra II Muestra III Muestra IV 

1 
2 

3 
4 
5 
6 

7 
8 
9 

10 
11 

12 

13 
14 
15 
16 
17 
18 
19 
20 
21 
22 
23 
24 
25 
26 
27 
28 
29 
30 
31 
32 

o.o 

o.o 
o.o 
o.o 
o.o 
o.o 
o.o 
o.o 
o.o 
0.012 
0.030 
0.036 
0.093 
0.185 
0.280 
0.320 
0.305 
0.285 
0.188 

0.003 
0.048 
0.150 
0.200 
0.249 
0.303 
0.317 
0.325 
0.213 
0.122 
0.062 
0.088 
0.074 
0.044 
0.027 
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o.o 

º"º 

0.023 
0.016 
0.028 
0.022 
0.031 
0.021 
0.015 
0.025 
0.052 
0.028 
0.085 
0.140 
0.120 
0.193 
0.202 

0.228 
0.271 
0.269 
0.197 

o.o 
o.o 
o.o 

·.o.o 
o;o 
o.o 
0~050 

0.070 
0.004 
0.052 
0.056 
0.040 
0.120 
0.020 
0.046 
0.188 
o.oao 
0.198 
0.190 
0.335 
0.375 
0.)65 

0.335 
0.250 
0.105 
0.260 
0.094 
0.096 
0.058 
0.068 
0.062 
0.072 



L e e t u r ~ a d e A b s o r b a n e i a u 

Pracción Muestra I Muestra II Muestra III Muestra IV 

33 
34 
35 
36 
37 
38 
39 
40 
41 
42 
43 
44 
45 
46 
47 
48 
49 
50 
51 
52 
53 
54 
55 
56 
57:' 
58 
59 
60 
61 
62 
63 

0.115 
0.086 

0.094 

0.021. .~.i~o p.054 
0.026 ;;,.:0~'089,i,. ··,.0.060 

0.170 
<>·21.4); : · r;~9!:P~fd f!, ·.:: :8~190 

>. o;o28; :;?7y, ::io~o97;,.·.h.'.,')\h ;,:T;'.·0:110 . 
;;··.;.;;,··- ' 

0.139 
0.098 
0.066 
0.082 
0.018 
0.105 ·.•.• 
0.091 
0.066 < 

0.079 ó~i5())2':.··.····' 0.055 
0.057 · ·· ·0;062· · ··, • 0.099 

~:~:~ . ·,· :J·6tcici~:3 ~:~!~ 
0~098 0.005 0.125 
0.110 
0.085 
0.110 
0.105 
0.110 
0.091 
0.084 
0.080 
o.oso 
0.100 
o.o 
o.o 
o.o 
o.o 

0.031 
0.004 
0.016 
0.028 
0.023 
0.037 
0.010 
o.o 
o.o 
o.d 
o.o 
0.120 

0.043 
0.011 
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0.124 
0.134 
0.103 
0.066 
0.010 
0.011 
0.076 
0.092 
0.126 

0.149 

0.196 
0.183 
0.209 
0.170 

"«ff105~• ... 
·'.•·0.082. 

··-''-- . -

,_,"\~· ____ :_·-_o_~-69s': 
-·_ '! 

, ,0;125 
0.115 
0.095 
0.125 
o.o 
o.o 
o.o 
o.o 
o.o 
o.o 
o.o 
o.o 
o.o 
o.o 
o.o 
o.o 
o.o 
o.o 
.o.o 
o.o 



Le et u r a a de A b a·o r b n n c i a o 

Fracción Muestra I Muestr~ II Muestra. III Muestra IV 

64 
65 
6~ 

67 
68 
69 
70 

o.o o.o 
o.o 

0.220 o.o 
0.275 o.o 

o.o 
o.o. 

fabla 1.- Abeorbanciaa de las 70 fracciones recoleo­
tadae en la cromatografía de 4 1nueetrae de un mismo -­
lote de antígeno crudo de Entamoeba histo1ytica cepa 
HM~l IMSS, leídas a 280 nm. Son fracciones da 3 ml. 
recolectadas cada 20 min. 
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lo. de fraooiGQes 

a..it1oa l •• llelao¡"" •• ... .....,., .. •• Jaa '-•1•••' 

n••leo..._ , •u ••· ._ .a.. •-. en .. 
la ••-•-.tto do la - ..... I d• .., Ull! 
no c1·uao <.Je St9:!!1oya .i..J.atok;*-2! ct1.Plil 

lla.l lm8s (dat,,. oll .. nUoo do la tnbfa l). 
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1 

o.1 

0.2 

0.1 

'v· .,~\ 
V \ 

10 40 
lo. die fJraccionea 

~ti.ca 2.- ielMi .... .-.or'9Mtu d• lM• traacioa•• 
recoleot.tu 1 del •o. de 11.Wl iai ... 11, en la 
oroma t~ffa dti lll ílll&es tJ·a lI de !Wt!gpnc.> 

enacto de iAtQPMM atU\ol.y t491 cepa lfJif•.I 

DISS ( dato~1 obttD:idoa dt' la t11bla t;. 
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O.l. 

20 40 'º lo. de fr&eeiODM 

nooleetMM 1 ctel 1'o. 4• laa al_., en -
la cram&\OtP"afía 4• la •••ir,. ar de 1ADt.,! 

pao c.na4o IM ll""9ebt 911So\,XUia aeps. -
Hll-1 tJISS \ liatoo obtenidoa de 1a tabla i.). 



O.) 

0.2 

0.1 

N 
H 
i~;.· 1 . 
l ¡ 

---~~---=-- ---

20 '° 60 
lo. de t!'8Ccion~n 

""1 .. 4.- .. leoUa lle .-wt.acu.a de lat1 frttocion*-º 
nooi.e-.tas y del lfo. de lite aiMMfl, en -
la Cl'l11tatr01;raJ'!:1 ,,e la .'.ll.IP.:: tJ'u [V de ;:t;i•,J' .. 

~o cruno íl~ l!.n5M.99br+ ll.i.s!ol#its:t. 1;•• ,•a -
D•l DISS \:.latoe obten1i~·· •Jt.: La tu.t,..., :. ..• 



de la muestra I que presentan reacción antigénica son a PEl! 
tir de la tracción 5 hasta la fracción 55; ea to implicaría 
que la parte soluble antigénica no ser!á solo una sino va­
rias, ya que este grupo de fracciones abarca proteinas de 
dife1·ente peso molecular (hay varios picos} y por lo tanto 
se tendría que agrupar las que fueran del mismo peso mole­
cular. En la ~ueatra II, la reacción antigénica se presa~ 
tó de la fracción 15 a la fracción 35 lo cual corresponde 
a proteínas de igual peso molecular, pués hay un solo pico 
en ese grupo de fracciones. De acuerdo a estos datos era 
preferible trabajar con un solo grupo de fraccioneo que con 
varios, en el último caso cada grupo tendría la posibili­
dad de ser lllI!lllnogénico y se emplea.ria más equipo (cone­
jos} para continuar el trabajo. De esta manera se decidió 
por agrupar todas las fracciones a partir de la 15 a la 35 
de la muestra II y a esta solución de le denominó "fracción 
soluble A de Bntamoebe. histolytica cepa HM-1 IMSS" 

Determinación de proteínas. 

Se determinó l.a concentración de prote!naa por -
el método de Folin-Ciooalteu. La. curva patrón de albúmina 
bovina aparece en la gráfica 5. 

Para determinar la concentración de proteínas al 
ant!geno crudo de Entamoeba bietol.ytica cepa HM.-1 IMSS, se 
efectuaren varias diluciones; inicialmente se tomó 10 ml -
del antígeno crudo y se agregó 20 ml de solución salina f1 
eiol6gica estéril (1:2), deepuéa,de esta dilución se tomó 
l ml y oe añadió 4 ml de solución salina fisiológica esM­
ril (1:4) y a partir de esta nueva dilución oe trabajó con 
0.5 ml y ee llevó a 1 ml con agua destilada y se continuó 
la técnica, El resultado fué de 0.165 de abeorbancia que 
al interpolar en la cUl'Va patrón se obtuvo 6'/ ,0 ,41g los CU!!; 

les son multiplicados por lua diluciones ofectuadua 
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No. de la fracción Ifoacci6n de Inmú.UoCiifusi6n 

';.• . ,e, '°" .,,,.,• ·:- •,·.": ·, 

cuadro 1.- Reoultados de la Prueba de Inmun'Jdi;\lai6n · 
por el ~étodo de Ouchterlony, efectuuda a 

las fracciones recolectadas en la croma.t_2 

grafía de la muestra I de antígeno crudo 
de Entamoeba hiatolytica cepa HM-1 IMSS. 
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.. ~~. 

No, de la fracei6n Reacción de Inmunodif'usi6n 

l lo hay reacci6n 

5 No hay reacción 

No hay reucoi6n 

+ 

++ 

+++ 

++ 

35 ++ 

40 lo ha,y reacci6n 

45 No ha.,y reacción 

50 No hay reacción 

55 No bq reaccj 6n 

60 Ilo ha.Y reacción 

65 No ho,y reacción 

70 No ha,y reacci6n 

CUaclro 2.• Reeultadoe de la Prl.leba de InrnunodifUai6n 
por el mltodo de OUchterlony, e!ectuada a 
lae tracciones recolectadas en la cromat2 
graffo ele J.il 14U9Btra TI de antígeno Crudo 

de Entamoeba hietol§!ica cepa HM-l oos. 
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7 11e aplic6 el. .. iodo el• Polin C1ooalteu. 
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(67.0 x 2 x 5 x 3) y ee tuvo 2010 µg/ml de proteinaa. 

En el ca.so del antígeno aoluble A (fracci6n sol.}! 
ble obtenida a través de Sephadex G-200) se efectuó una ª.2 
la dilución, 0,5 ml del antígeno soluble se llevó a l ml -

~on agua destilada 1 ee prosiguió can la técnica de Folin. 
El raaultado fUá de 0.250 do abaorbanoia, que corres~ond!6 
a 105 µe los cualeG ~e wltiplicaron por la. dilución hache. 
( 105 x 2} y ae obtuvo 210 µg/!lll de proteínas. 

T1tula~16n de euero9 por precipitación en capi­
lar y por inhibición de la hema.glutinac16n. 

Loa conejos que ne inocularon con antígeno crudo 
dG ~~oeba. !lis toJ,y i;ica, en la primara sangría. que se lee 
h:l'?!o~ s.1 suero ea le determinó el titulo de anticuerpos 
, ~ ~~$~ipitacié.n en capilsr y el resultado que ea obtuvo 
füi:J qu.J cuan.do d.icho suero estuvo en. contaoto oon antígeno 
1;in d:t.':ufrt .>,.u,;;í5ena diluido 1:2 y antígeno diluido 1:4 
;.r-~sentanm loa t-uboil capilares poca preoipi t&ci6n, lo 
cial en la gráfi~a 6 ne u.roa con cierta intaneidad de ªº! 
'IJ:r:~ qu~ "qu1va1a a. doa cruoee { ++); oon el ant!¡eno d1lu1-

~o l só y 1: 16 loe tubos presentaron mu.abo menor preoipi ta­
<' i "'ir. ::·· ~sto ap~:reoe en la griif'ioa con Ulla sombra mucho mu.y 

cdara parP. denotar uua e ola oruz ( +), 4ato nOd indica que 
el t!tul'' <le anticuerpos de eeoe ne1·oa fut1 de 1:16 ya que 
a ,111uoion•!l.l ~orea dtl antl¡eno no hq reaooi6n. 

Para la segunda eangr!a efectuada a loe oonejoe 
trn:ir.mize.dc!i con el ant!geno orudo, oe preaent6 lo siguiente~ 
el suero d\ll conejo l con antígeno sin dilutr tuvo una bu,! 
na prec:l.pitaci6n, lo cual se indica. en la grá.ffoa 6 con -
cierta inteuaidad de sombra que aoftala tres cruces (+++); 

oon antigeno clil:uido 1;2 preaent6 poco. preoipitaoi6n (++) 

y con anti~no diluido 1:4t 1:8 y 1:16, tuvo escnea prec! 
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Gráfica 6.- Titulo de anticuerpos por precipitaci6n 
en capilar de sueros obtenidos con anti 
geno crudo de Entamoeba histol.ytica. 
Conejo l y Conejo 2. 
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pitaai6n (+), su título de anticuerpos fué de 1:16; en el 
caeo del suero del conejo 2, hubo W1U buena precipitaci6n 
(+++) aon el antígeno sin diluir, poca precipitación (++) 
con el antígeno diluido 1:2 y escasa precipitaci6n con el 
a.ntigeno diluido 1:4, 1:8, au título de anticuerpos fué -
de 1:8. En la teroera 1 ~ltima. sangría, unioamente ee -
le determinó el titulo al suero del conejo l, pu.éa el co­
nejo 2 tuvo que ser eliminado por infectarse aus patas; -
el suero del conejo l present6 buena procipitaci6n (+++) 
oon ant!geno sin diluir y ant!geno diluido 1:2, poca pre­
oip1 taci6n {++) con antígeno diluido 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 
1:64; escasa precipitación (+) con Wlt!geno diluido 
1:128, 1:256 y 1:152, su titulo de anticuerpos i'ud mayor 
de 1:512. 

Los conejos que fueron inlllunizados oon antígeno 
~oluble A, en la primera •arl8l'ia, el suero del conejo l ~ 
vo poca precipitac16n (++) oon el ant!geno sin diluir, an­
tígeno diluido 1:2 y ant!seno diluido 1:4, su t!tulo fué -
de 1:4; el suero del conejo 2 presentó poca precipitaci6n 
(++) con el anttgeno sin diluir, ant!geno diluido 1:2 y 1:4, 
eeoasa precipitación (+) con ant!seno diluido 1:8 y 1:16,­
eu t!tulo tu• 1116. In la 1epnda aan¡r!a, con el suero -
del conejo l hubo buena precipitación (+++) con el e.nt!e 
no sin diluir, poca ( ++) con el ant!geno diluido 1:2 1 ea­
caoa (+) con el antlgeno diluido l:~ y 118, au t!tulo fil' 
4• 118; Pll'• el conejo 2 tu• buena precipitaci6n (+++) 0011 

csl ~t!geno aill diluu, pooa ( ++) o.on antf¡eno diluido 112 
7 eeca.aa proc1pitaoi6n (+) con el ant!gono diluido 1:4, 
1:8 1 1:16, su titulo f\uS de l:l.6. Para. la tercera aan­
g¡ola solamente ee trabajó cori el conejo l, el conejo 2 ae 
eliminó por infecta.rae sus pata.a; el suero del conejo l -
preaent6 una excelente p:t·ecipi tación con todas las diluci_2 
ne• del a.nt!geno lo cual en la gráfica 7 se deaoribe con ~ 
na drea e ombreada más intensa que eobresnla a las atrae y 
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Gr4tioa 7.- Título de anticuerpos por precipitación 
en capilar de eueroe obtenidos oon a.nt,! 
geno soluble A. Cone~o 1 y Conejo 2. 
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que corresponde a cuatro cruces, en este caso el titulo 
fu~ ma.yor de 1:512. 

En los conejos inmunizados con antígeno soluble 
B, el suero de los conejos l y 2 de la primera sangría tu­

vieron una buena preaipiT.aci6n (+++) con el antígeno sin -
diluir, poca precipitaci6n (++) con el antígeno diluido -
1:2 y escasa (+) con el antígeno diluido 1:4 y 1:8, esto -
~ltimo para el conejo l cuyo título correspondió 1:8, mien 
tras que para el conejo 2 hubo escasa precipitación (+) 

con el antígeno diluido 1:4., 1:8, 1:16, 1:32 y 1:64 tenieB 
do como tiL-ulo 1:64. El suero en la 8egunda sangría para 
el conejo l :t'Ué de poca precipitación (++) con el antígeno 
sin diluir, antígeno diluido 1:2, 1:4-1 1:8, 1:16 y 1:32, -
escasa ( +) con el antígeno diluido 1:64, 1: 128, 1:256 y 

1:512 1 su título fu.d mayor a 1:512; para el euero del con!_ 
jo 2 fué de poca precipitación (++) con el antígeno sin di 
luir, antígeno diluido 1:2, 1:4, 1:8 y 1:16, escasa preci­
pi taci6n con el antígeno diluido 1:32, 1:64, 1:128, 1:256 
y 1:512, su título fué m.a,yor a 1:512. Con estos conejos -
no hubo \ma tercera sa.ngr:!a por no haber material antigén,i 
co para iru?runiza:rlos. (ver gráfica 8). 

Con es toe datos se seleccionó los sueros de la -
últii::ia sungr!a de cada. conejo para determinarles su titulo 
de anticuerpos por inhibición de la hemaglutinaoi6n y loa 
resultados aparea~n en el cuadro 3. De acuerdo a esta 
prueba, se eeoogi6 para el ant!geno hcmogenizado, el suero 
del conejo 1 con el cual ae efectuaría la prueba de neutr_!!: 
lización, ya. qw.1 tuvo un título de 1:256, mucho mayor que 
el euero del conejo 2 cuyo titulo fué de 1:32. Para el an 
t!geno ooluble A fué el suero del conejo l con título de 
l/512 el seleccionado, el suero del conejo 2 no era tan b~ 
jo su titulo (1/256) y no ee trabajó tambidn porque para -
la prueba de neutralización se requería de varias camadas 
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Gráfica 8.- Titulo de anticuerpos por precipitación 
en capilar de sueros obtenidos con ant! 
geno soluble B. Conejo l y Conejo 2. 

1 

1:64 ! 

1:321 
1 · 

1:16 

1:8 

SD 

Diluciones 
d.el 

ant!geno 

la. 2a. 

' ¡ ' Conejo l 

.. +++ 

.m: ++++ 

n 

la. 2a. 
"" '¡ ! 

Conejo 2 

Sangrías 

- 53 -



l 
CUadro J.- Tf t,lo de anticuerpos por inhibición 

de le. hemaglutinac16n de sueros obt~ 
nidos en la ~ltima aangr!a de cada -
conejo. 

Sueroa ! Conejos 
---- --· 

---;,;,ih":::'~¡~..... 1 ___ 1 ____ --

E. hietol¡tica 1 

antihomogenizado 
4e 

E. hietoqUoa 

utieoluble A 

antieoluble A 

utleoluble B 

antieoluble B 
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d~ hamsters y no se contaba con ellas. En el caso del an­
tigeno soluble D se trabaj6 con el suero del conejo l, loe 
sueros de ambos conejos di6 bajo titulo de anticuerpos con 
respecto al de loa otras conejos, sin embargo el suero máe 
indicado para continuar el trabajo fué el del conejo l con 
un título de 1/128. 

Prueba de neutralizaci6n. 

Con los sueros e~leccionadoa se efectuó la prue­
ba de neutralización en ha.metera lactantes (material y mé­
todos 7) con.la que se valoró potencialmente a los antíge­
nos obtenidos, lo cual ae logró, ya que se vi6 que los su! 
roa inmunes en contacto con los trofozoitoa vivos, no oca­
sionan un 100% de dafto en el h!gado de los ha.matera. Ad, 
so tiene que con el antígeno crudo de Entamoeba hiatolztica 
hll,V una protección del 48.33 ~ trabajando oon el suero in­
mune ein diluir, éste cuando se diluye disminuye su proteS; 
ci6n, lo mismo sucede con el tUltigeno soluble A cuya pro­
tección fuá del 46.67 %• Con el antígeno soluble B hay 

una lll8YOr protección (58.63 ~), eolo que no ae presenta -

en la diluoi6n 1:4 del suero inmune; todo eeto se puede 
ver en loe cuadros 4, 5 y 6. 
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In6culo 

Testigo 
(Trofozoitos 

vivos) 

Trofoz oi tos 
vivos t 

Trofozoi tos 
vivos 

suero 
Trofozoitoe + diluido 

vivos l:4 

A = ~ de infectividad 
B • % de protección 

Total 

x = % de animales no infectados 

A B 

Cuadro 4.- Determinación de la protección por neu­
tralización en h8.111Eltere lactantes del -
suero antihornogenizado de E. hiatoqtica 
oep11 HM-1 IMSS. 
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In6culo 

Testigo 
( tro:fozoi toa 

vivos) 

Trofozoi toa + 
vivos 

Trofozoi tos 
vivos 

Trofozoitoa 
vivos 

A = '!> de infectividad :.::;;"; 
B s: % de protección .· ?· t ( ·.•. . .. 
x = " de animales no infecta.doe en.el~·fe~tigo · ~-

Cuadro 5.- Determinación de la protecci6n por neutr~ 
lizaci6n en hwnstera lactantes del suero 
antiaoluble A (Sephadex G-200) de E.hiato 
l.ltioa cepa HM-1 IMSS. 
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In6culo 

Testigo 
(Trofosoitoe 

vivos) 

Trofo1oitoa + 
vivos 

suero 
sin 

diluir 

euero 
Trofozoitos + diluido 

vivos l: 2 

wero Trofozoitos + diluido 
vivos l:4 

A m ~ de infectivida4 

B • ~ de prote~16n 

Total A B 

23/23 loo.o 

12/29 

22/28 

29/29 loo.o 

Cuadro 6.- Determinación de la protecei6n por neu­
tralización en hamstere lactantes del -
suero antieolublt B (Sephadex G-150) de 
E. hietolltica cepa HM-1 DISS. 
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DISCUSION Y CONCLUSIONES. 

l.- A partir de un homogenizado de Enta.mooba hiato1ytica 
cepa 1111-1 IMSS se logró obtener una fracción antigénl 
ca soluble por cromatografía de filtraci6n en gel, ei 
miler a la que se indica en la literatura( 25)¡ esto: 
queda demostrado en las gráficas 1, 2, 3 y 4, donde -
se observa una serie de picos que están denotando que 
h91 una separación de loe componentes del homogeniza-
4o. Ja prueba de inmunodifusión por el mátodo de OUc!! 
terlony permitió determinar el pico que correspondía 
a la fracción antig4Diaa.. 

2.- La fracción antig~nioa soluble obtenida por cromato­
grafía en Sephadex G-200 presentó inmunogenici~d, 
as! como la obtenida en Sephadex G-150, lo cual queda 
probado cuando estas fracciones se inoeularcm. a cone­
jos 1 hubo una reeP12aeta que :tuá determinada con la -
titulación de los sueros de diohoa conejos por lU'eai­
p1taci6n en capilar y por inhibición de la hemagluti­
naci6n. 

).- Hubo diferencia en la inmunogenicidad que presentaron 
loe antígenos solubles y el antígeno crudo. Revisando 
loe resultados obtenidos en la titulación de anticue!: 
poi de estos tres antigenoe, el que mostró ma,yor 1D11J! 
nogenio14a4 de acuerdo a la concentración proteica e!!! 
pleada f.U~ el ant!geno soluble A (Sephadex G-200), 
deapu.és el ant1g_eno crudo y finalJDente el antigeno ª.2 
luble B (Se¡iladex G-150). Se podría esperar que te­
niendo un esquema de inmunización similar, el antíge­
no con ma.yor inmunogenicidad debiera ser el soluble B 
1a que la cantidad de proteinae inoculadas a loe con! 
joa con eote antígeno fud 11. veces mayor que la inoc!! 
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lada del soluble A y 7 va cea rrufo c1ue La de 1 rurt:!geno 
crudo, esto implica que dicl1a fracción es debilmentc 
irun:unogéni ca, 

4.- La protección q_ue brindan los antígenos solubles y el 
an~igeno crudo aparentemente en loa cuadros de deterzn1 
nación de protección 4, 5, y 6, es similar, pero cons2: 
derando la cantidad de antígeno inoculada a los cona­
jos ea el soluble A y el crudo los que proporcionan -
mayor protección puesto que los in6culoe fueron meno­
res con respecto al soluble B; y entre el e·oluble A y 

el antige:no crudo, el primero brindó ma.yor protecci6n 
debido a que de este antígeno fué del que menos oant1 
dad se inoculó. 

5,- La prueba de neutralización en hamstera laotantea aquí 
presentada puede ser empleada como método de valoración 
de antigenoe. Esta presenta varias ventaja.a com~ son: 
~ácil manejo, la cantidad de in6culo que ae requiere 
ee pequeña, es un método económico y ademáe rápido, 

Se propone e:fec·tuar un estudio comparativo entre la -
prueba de neutralización en hamstere lactantes y la -
prueba de protección en ha.matera adultos y ver ai hay 

una correlación entre ambas; para más tarde poder au~ 
tituir la prueba de protección por la prueba de neu­
tralización, ya que la. primera ofrece cierta difinul­
tad para eu realizaci6n que consiste en inocular en el 
hígado por cirugía de hametere adultos previamente 
irununizadoa, las amibas para retar y conocer la pro­
tecci6n. 
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