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RHiUMEN 

El siguiente tr~b~jo es lU1a evaluación primaria de una 

prueba de cOaglutlnación "in vitro" para determinar el tit~lo de 

~nticuerpos anti-Entamoeba histolvtica en sueros humanos. 

La inquietud de r~alizar este trabajo resultó al estudiar un 

articulo titulado "Surface coaglutination with fot"mal inized, 

stained pro:,tein A staphylococci in tl"oe iromunologic study of three 

P~U"o ,:, ';¡eni,= arnet,ae" 141. En dicho t.t".baj", los ao~tor.s hilcen lWo 

est.l~di,:o en el qt~e erocl~entran qt~e las céltlllls estafi 10cOcci1::a5 coro 

proteina A formalinizadas y combinadas con anticuer~os especifi­

cos, se aglutinaban sobre una porci6n de la superficie amebiana 

de trofozoitos vivos. 

El interés de realizar un estudio primario para . una prueba 

similar "in vitro", fué el de pensar en la posible aplicaciOn de 

ésta F'ara real izar estt~dios sero:'eF'idernie,16gicos que fuesen coro­

f i ab 1 es y de Set1C i 11 a rea 1 i zac 1 Ót1, Plles los m"todos' actua les i m­

plican un tiempo relativamente corto, pero una disposici6n de ma­

tet"ial y ccot"odi ,=iones de t .rabajo "llle en muchas partes en donde se 

desean re~lizar los estudios, son dificiles de encontrar. 

La t"ealizilci,!wo de este t.rabaje, implicó el cult.ivo aX,énico de 

Entame'eba histolvtica y de Staphvlococcys ayreyi cepa Co-

wan r. para la preparaci6n de las placas y los reactivos, asi 

com,:, tarnt,iéro la obtenci6n de Suero:, de Coe,mbs. Los procedimientos 

de obtenci,~n de los r@act.ivos, el desan"ollo de las reaccciones y 

la condición dI! las mismas se d.t.all.n en c .. pit.l~los sul;lseC:tlent.es. 

El análisis de resultados se t"ealiz6 et"o base .. un •• tudlo 

',o 



estadistico y a los antecedente~ generale~ de la ameblasl E 10 

r.~puesta inmunitaria provocada en el organlsmo. 
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OBJETIVOS 

-Estudiar la relación entre la coaglutinaci~~ y la prueba de 

hemaglutinación indirecta. en la detección de anticuerpos antl-

Entamoeba histolytica para determinar la posible correlaciÓn 

entre el tit~lo de anticuerpos resultante en las dos pruebas. 

-Determinar la posibilidad de establecer la coaglutinación 

como prueba alterna para el desarrollo de estudios seroepidemio-

-Establecer una discriminación entre sueros positivos y 

sueros negativos de manera que los resultados de la prueba puedan 

s~r cClnsiderados como un resultado parcial confiabl@ dentro de Ut1 

-Establecer los mecanismos por medio de los c~ales se deter­

mine la variabilidad de la prueba y con esto decidir la confiabi­

lidad de la misma. 



La amebiasls es una de las tres parasltoslB que ma ~ 

.; 1 e,ba 1 mente a la hwnanidad (aproxImadamente el 10:': 

poblaciÓn mundial). Su elevada IncidencIa se debe prInCIPalmente 

a la falta de hl':;Ii .. :::ne et·1 11:ls 9r¿;.nde; ha'=lnamlent (~· s de dlft:~re! ~·t:E- :~ 

paises y a la facilidad con que se transmIte dicha enfe~Medad en 

esas condiciones. En los paises desat-rolladc¡ ~, el 

población que padece la enfermedad es minimo debido al alto grado 

Se ha reportado que en Méx ico hasta el ,25~ del de la 

población puede estar infectada por el protozoarIo. ademas de ~ue 

es una de las diez principales causas de mortalidad [16J. 

La arnebiasis p'.lede Pt'esent.at'se en el in,:HvI ,j'.K', ,jo;: tt'es ma -

neras diferentes dependiendo de las condiCIones der huésped y de 

las caract.erísticas del parásito . como veremos más adelant.e, Es­

tos tres estados de colonización se diferencian según el grado de 

invasión del huésped por el parásit.o: 

1.- Infección asintomática (colonIzación luminal): 

La mayor parte de las 

el ho:,rnbre. son completamente asintomatlcas . j' 

generalmente por medio de 105 e x ámenes coproparasltoscÓPICO; ~n 

o también puede 

hacerse por medio de sondeos seroepldemlológlCOS, 

4 



i ntes ti t" •• :;., s e 

presenta un mecanismo humoral en cc~tra del mismo, eso si, con 

titulos muy bajos [:3, 141 • 

encontt" arse en Lm :2 i< má:¡¡ del 40;'; de 1 a pob 1 i<C i ón, depend i 4indc. 

sanIdad de la mi:¡¡ma. El q'"IEi! la ftnfet"medad asintomati.:a se 

convierta en una infecci6n que comprometa al organismo, 

de la capacidad del parásito para ·;enerar la linfermeda.d, 

• verá más adelante. 

2. - Infección 1 imitad. al tracto gastroint.estinal: 

Los sí titomas de una rectc.co 1 i t i s pue.jet", pt"esentarse en dos 

situaciones: ya sei< por ingestión directa de quist.es virulentc.s 
I 

del parásito • . o d\.4rante el Cut" SO de una infecci6n asintomátlca 

prolongada. El período de incL4bación de la enfet"medad es de una a 

cuatro semanas, pero puede prolongarse hast. un año [71. La 

invasi6r. de la capa mucosa se c.bserva más frecuente",ente en el 

cieg.::> y desp'.Aés (en ot"den descei",dente). en el coron ascendente. 

rect.o, sigmoides y apéndice . Las lesiones generadas por el 

parési to confot"me se disemini< a t .t"avés de las capas de mUCQ;;;a, 

sor. ulceraciones qL4e t .ienen la fc.rma de milt.rilZ invert·ido o de 

diamante y éstas pueden identi ficarse como át"eas 1 iget"amento;: 

1 eVilntildas corl or i f ic ios amar i 11 os cerlt.ril 1 es y rc;dlii!adas por 

hemorragias petlii!quiales. La mucosa intermedia parece no estar 

afectada hast.a est.e PLinto, y desPL4és de t.rat.amiento. 1 a maye.r í iI 

de la$ ulceraciones amebianas parecen sanar sin dejar cicatriz. 

La amebiasis int.est.inal puede ser más e :Kt.ensa resul t.¡u"ldo 

entonces la formación de ulcerilclones confluentes. Estas provocan 



~r,a pél-dida de capa m'.Icosa Y s'_lbmucosa en áreas com.idel-ables. 

Ot.ril ,:omplicac:iór, que p~ede preser,tarse es lil perit.or,it.is. 

sionalmente hay un engrosamiento de la pared intestinal acompa~a-

da de pérdida de cilpas musculilres, i~Posibilitándose lil entrada 

de 1 ,:,:,nt.en i ,je, de 1 i ntest in,:, oi!n 1 a cav i dad pel- i te,neal , por- ~In'a 

membrilna edematosa peritoneal que puede romperse en cUillquier 

m,;¡mento [31. La invasión repetida del colon, seg~ida de infecci6n 

seeundariil, puede dar como res~ltado la formaci6n de un ilmebomil 

o gl-án'_lle, amebiat1o, q'.Ie puede ser conf~ndido con un t~mor 

mal igne'. 

3. - InfecciÓn extrair,testinal: 

Las complicaciones extrilintestinale5 pueden surgir desde 

~InOS e~lant.os dias hast,. mese!:· después de est,.blecid • .1a ir,fecciór, 

intestinal , o puede presentarse en alg~D10s casos sin sintomato­

logia previa o historial clínico de la enfermedad [3,71. Una de 

estas complicaciones es la extensi6n directa a la piel, res~ll-

t.ando en una amebiasis cutánea. Esta se carilcteriz~ por la apilri­

cio!,r), en las I-egi,::.nes at)al y perit)ea!, ,je '_Ileeraciones dolot"osas 

y de rápido desarrollo con márgenes irregulares. En infecciones 

sevet'as, p~lede pet-fe't-.H'se la cavidad pet-itoneal Pl-ovocando ,_m", 

perit.oroitis, considerada ce.mo la complicaci,~n más peli9ro,sa de la 

amebiasis intestinal. 

La peritonitis y la amebiasis cutánea son complicaCIones muy 

rat-as, compar-a,jas con la diseminil.:i6n de ~ histe.lytíca a 

través d~l sistQma venoso ~ortal hacia el higado, er, d'::or,de se 

fOI-ma lll1 absceso. Et-, dos tercet- .. s pat"tes de le,s case,s sé enC'_I.l!t",-

t,ra lln absceso único, siendo afect.ado el lóbulo derecho, ocho ve-



ces más que el izquierdo. La pared del absceso consiste de fibro­

blastos, macrófagos Y 1 infoci te.s. AI:m ':l~Elt",d.:;. Si! pl.ledet) encont,"al" 

trofozoitos en la pared del absceso. los quistes no se presentan" 

No se en.:uent. t" an bacte '" i a s y el pl.lS .rl 1 iI vec i ndad de 1 t. j ido 

ne.:t"óticc. es est.éril, esto es, qlle rlc, lie encuentrar,· células ame­

bianas viables [31. 

El agente etiológico de dicho padecimiento es EntamoebB 

histolytica. Pertenece al sub-reino y philum de los anlmale3 

unicelulares: los Protozc'at- i os; al 

superclaseRhizoeoda (clase Lc.b'Jsea); 

sl~b-phi lum 

y Ell ot"den 

Silrcodina, 

Amoebi.ja, 

comprendiendo a las familias Aeanthamoeba y Naegleria de vida 

libre y a la familia Entamoebida '=lue comPt-.-,de a los ot"gatÜsmc.s 

Endc, 1 i rna>( bl~tschl i i y Dlentarnc.ebc\ 

ft-agilis además del género Entamoeba ql"~e incl"uye también <:1 

las especies polecki, coli, 9ingivalis y hart.rnarlrli (difer.¡nciada 

morfológicamente de histolytical que afectan al hombre. 

especies no asociadas al orgarlismo humano sorl rñoshkov$k i i (de 

vida libre), asi como chattoni e invadens que .fectan a los 

primates y reptiles respectivamente. 

Cido biológico: 

El eiel.:;. de vida del parásit.c, en el 

comienza por la ingestiót1 ot"Ell de las 

tetranueleadas. El quiste atraviesa el tracto intestinal para 

llegar finalmente al i 1 eon }-' c fego et1 ocho 

t .rofozoit .• :;.s mOt1onl~eleados POto ~ma. serie de divisiones nucleares y 

citoelásmicas. Estos se reproducen después por rnedio de fisión 
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binaria causando padecimientos como diarrea, di senter- í a' amet, i ana 

y otros síntomas más severos ~ depend i ende, del de 

complicación de la para~itosis. En ciertas condicic~es que no se 

han determinado con precisión, algunos trofozoítos pier den iu 

motilidad Y pasan a un estado pre~quístico [3J. 

Le,s t ,re,f,:,zoítos de h histolytica rniderl de 12 a 60 filO. 

sier1d,:;. el pr-e,medie' de poce' más de 20 I'm. Son 

faclll ts.t,i ve,s, limit,ados F'or I_ma de,ble membr:arla de 120 A" • 

Requieren de un pH ligeramente leido (6.0-6.51 y medios complejos 

para su cultivo "in vitro". h histe,lxtica tiene estructw-s.s 

parecidas a microfilamentos Y actina, per-o no 

ci t op lásmicos evidentes o mitocondrias. No posee ni citocrornos, 

ni vía clásica de Ernbden Meyerhoff, retículo endoplásrnico rugoso , 

t~bu lina cltop l ásrnica o aparato de 80lgi. Posee sistemas 

enzirnáticos de malato deshidrogenasa. alcohol deshidrogenasa y 

una capac idad limitada para consumir hasta 5% de ox igeno. Las 

amebas t ,iener-. vacuolas di'3esti vas, ectoplasrna, 

endopli.srna y caderlas helicoidales de rib050ma.s que se asocian 

para forrnar cuerpos cromáticos. 

Virulencia y Patogenicidad: 

La vinllencia de las diferentes ceF'Cls de h hist.c,lyti'=a 

se ha referido a diversas características de los organismos. 

Dentr-o de esta mater-ia hay d,;¡s teridencias pr-iri,=ipares par-a 

e xplicarla. La prirnera de ellas se basa en que todas las cepas de 

É..!. h i s te' 1 yt i ca s,:'n F'otenc i a 1 mente pa t.ógena s, 

estímlllo te,davía no precisado, c:orlvierte al pa.rásito erl I_m 

or9anismo verdaderamente histolítico [31. Dentro de este estímulo 

.:-
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se ha considerado el estado nutricional del la 

citoto>,: icidad del e,r9anismo:;', asi ce,mo t.ambiérl S~lS pre,piédades de 

superficie, dentro de las cuales resalta el hecho de que entre 

y de que poseen 

r-e,=eF'tewes par-a concanaval ina A [7,131. La otra tendencia t'::Ima 

como par'rnetro la capacidad del par'sito para fagocitar eritro­

citos Y la capacidad para destruir neutrófiloE polimorfonucleares 

humanos [3,7,16]. Esta última t~ndencia ha demostrado que sí 

e :', isten di fer-encias marcadas en estos aspectos .entre las cepas 

virulentas Y las no virulentas. 

La patogenicidad de los par'sitos est. dada por la propiedad 

,:::le l'::IS misrnos de adheroirose a la paroed mucosa del ii1te.tino en 

donde provocan la disgregación celular de la misma y forrnando, 

por lo tanto, placas eritematosas. Esta adhesión es lograda por 

lo mene's por d'::Is le,=tirlas cr.m di ferentes proopiedades de afir'oidad 

glucosidica, cuyas posibles contribuciones a la patogenicidad 

sean adhetOirse a t'ilctetOiils, epitelio colónice" lelolce,cite,s y otros 

tejido:>s del huésped. Ut1a de estas lect·inas, '=I'ole se ' ha demost.rad,:, 

que es inhibida por la N-ilcetil-galact.osarnina, estar 

inve,hlcloilda etO, la sl.lPrliesión de la it1rnluüdad cel'ollar qlle C'Cllrt-e en 

la arnebiasis aguda invaslva no tratada [131. 

Se ha e,bsetOvad'::1 tambiéro, que la it1tetOacción do¡, la a.met'a ,=on 

las bacterias, se lleva a cabo por medio de receptores bacteria­

nos de manosa. que incrementan la capaCidad de las bacterias par a 

provocar la separación de células de un sustrato [31. Se ha 

estudiado tarnbien la relación de la actividad enzimática con la 

patogenicidad, pero no se ha encontrado nln9~n i ndici ~ de que 

ex ista al9~n tipo de proceso determinado, 1 ¿o. 



invasividad del organis~~ en el huésped" POt- otro lado, 

encontrado un grupo de toxinas que pudieran estar involucradas en 

los efectos citotóxicos de la invaslvidad" La activldad de e~tR -

toxinas en células de cultivo de tejido fue inhibida de 1';,:Iual 

forma por suero inmune como ~, inm~n,e. En este grupo de tOX ln~ 

puede ser que se encuentren una proteinasa áC1da Y otra neutra. 

Antígenos amebianos: 

En estudios Cltoquímicos Y de microscopia electrónica para 

detectar carbohidratos, 

superficial o 9licoc~lix sobre la membrana plasm~t1ca de l~ 

ameba. Este gl1cocál ix pat"ece ser más F't·ominetit.e et"1 las cep", :;: 

invasivas aisl~das de abscesos hepéticos y de lesiones col6nicas. 

Se han encontrado también fracciones polipe~tidicas en las CE~as 

patógenas que se adhieren a la concanavalina-A, 

una diferencia entre las cepas virulentas y las no virulentas, en 

cuanto .. 10$. residuos de m~nC'$i< o 'i/hlce,si< expuest·os. 

Por medio de téct"oicas de imno"lne,preciF'i ta.,::iÓti, ha.n 

estl.ldiado las respuest.as de dI ferent·es Pi!\cient·es 

ft"acciones semiput" i ficadas de ameba .• Et, est.os estudie,s se obset'vó 

una gran variedad de respuestas, pero se pudo notar que la< 

mayoría de est·as. iban dit"igidas c,:.ntra antigeti":'s de sl.¡perficie. 

Para las bandas antigénicas más prominentes de est~s fracciones, 

p':w medio de elect.t"ofot"esis. se et"I':ont.t·aron PQsos ' ,::le 40kd y 88kd. 

A pesar de todo, no se ha logrado establecer ninguna rela.clon 

et",t.t·e los arlt.í'3et"oCos t"oaconocidc's y la dl.wao:ión de 

sintomatologia , u origen dE la cepa [31. 
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Inmunología de la Amebiasis. 

ot.ro a'ilent.e aol 

hist.olyt.ica induce una respuest.a inmunitaria humoral y celular . 

aunque probablemente sea ésta ~lt.ima la que m's efica~mente 

1 imi te la disemina.=io!wt .jel pat"ási t.e- y cctl"tfiel"a una inmunidad 

post-irtfecci6rt en el hué.sped [12,141. Siempre por efect.os de 

simplicidad se han separado ambos t.ipos de mecanismos para 

analizar el paopel que j~le9a cada uno frent.e a urt problema dade., 

aunque ya se sabe lo interrelacionados que est6n estos dos. 

se procederá de la misma forma; , 
Inmunidad Hu~oral: 

Se ha demostrado en est"ldios s .. roepidernioI6gicos. q~le del 81 

al 100% de personas con amebiasis invasiva colOnica o con absceso 

hepático amebiarto producert antic~lerpos .. spec! ticos de la clase 

1913 contt"a ~ histoJytica [3.14,161. Como ya se " apunt.ó ar,t .es , 

se ha observado prodUCCión de est.os al"\ticuerpos en Plkclent.es 

asinte.máticQs. Los t.ítulos eleva.jos se as.:.cian ccw, una infección 

invasivao reciente, pero a pesar de que la respuesta humoral pU'ilde 

persistir hasta once años despl.lés, no se ha demost.rade.. ,:¡ue el 

título de anticuerpos se r elacione con el est.ado clínico del 

paciente [3,9,141. En ott"·::'s estudi.::.s se ha demos t .t" ade. la 

presencia de cOPt·oant· icw¡~rpos de la clase 19A, aunque est.c,::, 

pet"sisten POtO cOt"t.c. t.lemp.::. [141. Aust-Kettis y Sundqvist , as í 

como Calderón y col, demost.rs<r.;.r, en est~ldios "in vit.ro" qlle 1 0:. S 

amebiat"tos, 
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despr .• r)der) antic1.ler·pos humanos pegados a. la ameba. De est.a maner·a 

se pone de manifiesto un mecanismo por medio del cual. el 

parásito evade los mécanismos humorales d~ defensa del hUésped y 

provoca una infección invasiva. 

Dada la presencia. , veces elevada. de 

circulantes en la amebiasis invasiva, . se podria pensar que la 

generación de compl~jos inmunes solubles fuera 

importante que aywjara al desarrollo de la patogenia por el 

parásito. Pero las manifestaciones de la enfermedad relacionada 

con el complejo inmune, no se han observado en los pacientes con 

amebiasis invasiva, a(ln .:uande. se ha demostrade. 

estos complejos en algunos sueros [141. 

se ha demostrado que 

la ~resencia de 

histolYitica 

activa tanto la via clásica como la via alterna del complemento, 

lo cual se ha probado demostrando la deposición de C3 en la pared 

de la ameba en sueros tratados de diferente manera para seleccio­

nar la acción de las vias del complemento [2,3,141. Además, se ha 

suger·ide. q~le los pr·odw:t.=.s de reacción del com~l.mento pueden 

estimular a la ameba a incrementar la producción y liberación de 

enzimas hldroliticas que contribuyan a la patogenlcidad del 

pat·ási te. [JI. De esta manera, la activación del complemento 

contribuiría tanto a la defensa del huésped como a la patogénesis 

Otros estudios han establecido también la 

existenCia de cepas resistentes a la acción del complemento, lo 

i 'St.IEll ment.e, el 

establecimiento del parásito en el huésped. Esta resistencia a la 

acción del complement.o se viste. 

caracteristicamente, las cepas pat6genas de 
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(3,141. 

Inmunidad Celul~r: 

Se ha demostrado en diversos estudios que los neutrófilo5 

poi imot"fon'"lcleat"es S'..Ifn1m cambios motO fo 1 ,~g i C';)S en 

presencia de trofozoitos, y que éstos son fagocitados por el 

parásito a través de un mecanismo dependiente del contacto e 

indeper,dier,te del Sllero • . Fué r,c,table también el hecho d.., qlle los 

neutrófilos solo fueron capaces de combatir trofozoitos de cepas 

con muy baja virul.ancia. Salata y col y Rilvdin y col obsérvilro/", 

~e las cepas virultimt.as de ~ histolvtica que mataban a los 

neutrl!,filos no perdíar, S'..1 viabilidad arnébica [141. La StIScept.l t'l­

lidad de los neutrófilos de setO fa90cit.aao~ por los tt"ofozoí t,:, s , 

se relaciona con la virulenci~ de estos "in vitro", y también por 

la pni!sencia de la lectina que es it1hibida F'ot" la N-acetil-galac­

t.os¡un i na. 

Estudios y observ~ciones ~istopatoló91cas en modelos "in vi-

'11'0" de absceso hepático, 

constitllyen la respuesta prirnaria de defer,sa del huésped cont.t-a 

la invasión parasltaria, los 

degradación por la lisis de los netlt.n!,filos contribuyen lid 

proceso necr6t·ico del tej ido heF'ático [14J . 

Se ha determinado también por otra parte, 

antiamebiana de los rnacr6fagos. 1,:>s ella 1 es son act i va,jos pe' t" 

linfoeinas producidas por la acci6n de cot",cElnava 1 i ~",a-A 

fi tohemagll.ltinit1a. La acción arnebicida de @st ,;)S mact"ófag,:>s se 

debe SI un m@canismo d@pet1diente del cor,tact.o, qW! invohlct"a t .ant.,:, 

mecanismos oxidativos como no oxidativos D,141. En 
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estudios "in vitro", 5e ha demostrado también que los 

T c i t.ot.~.x i .:os pc.seen ur, mecar, i smc· amet. i c i da depend i ent'e de 1 
/ 

cc.r·,t.acto, y q~le el fenot i pc· T8 es '" 1 responsable de éste. así 

como de que sean activados por la acción de la fitohemagl'.ltir,ina 

[3.141. 

los compon~ntes activos las 

inducidas por la acción de la concanavalina-A, se encuentra el 

"1 ',le es capaz de est.im'.llar dir-ect.arnent.e a los 

virulent.os de ~ hist.olytica [141. 

Varids investigadores f1an observado que derivados protéicos 

solllbles de ameba generan llna prol i feración de 1 infoci t.os T en 

los linfc.c it.c.s B. Est.a. pr·c.liferación difiere de la ·~'.le se prc.d',lce 

por acci ~~ de la concanavalina-A en la magnitud. cinét.ica y 

co~:entración ópt.ima. La actividad mitogénica de est.os derivados 

se ha relacionado. después de estwjios de cromatograf ia de fil-

tración e n gel, con la presencia de la lectina q~e es inhibida 

por la N-acetil-galactosamina [3,141. 

En pruebas de hipersensibilidad retardada y de liberación de 

factor de inhibición de migración para linfocitos, pr· act.icadas SI. 

pacientes con amebiasis invasiva, 

retraso en la respuesta inmune mediada por células, q' .• e ha s id.:> 

especifica para la amebiasis 7 ya que en estos mismos pacientes se 

ha encontrado ~ma respuesta normal cua~jo se hace la prueba de 

hipersensibilidad ret.ardada con derivado protéico 

(PPD) y con estreptocinasa-estreptodornasa. La capacidad 

respuest.a a este estímulo protéico amebiano se genera después de 
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1 ':os pitC i ent.e::., indlC~ un probable 

mecanismo inmunosupresor producido por la ameba duritnte el 

de la infecci~1I'"1 [3,12,14,151. 
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La Proteín~ A Y sus aplicaciones inmunológicas. 

estudi.:;.s seroepidemiológicos 

t.ipi fi.:ar a las cepas patógenas de las no de 

estafilococos, se detectó la presencia de lu,a proteina tipica, 

específica , altamente antigénica. que era el mayor componente de 

'oma de las Cllatt-O fracciones Pt-oteic&s estafi locócci.:as. Tiemp':;. 

después Lofkvist y Sjoquist [ 111 purificaron esta proteína a 

pat-t i t- de la cepa de S. alwellS Cowan 1, se había 

identificado como W1a rica fuente de la misma. En un p~incipio se 

aureus tenía un caracter polisacárido, pero posteriormente se 

confi r mó su caracter comp letamente protéico y se le diO el nombre 

de Pr,:,teína A. Además. se logró establecer la presencia de 

anticuerpos n~turales en sueros humanos dirigidos contra este 

ant. i ger,Ct . 

A raíz de estos hallazgos. y [61 

realizaron un extet1S0 estudio de la reacción que se observaba 

entre la proteína A y la inmunoglobulina G, llegando & determi-
, 

inat- ''l'_le la t-ea,:ción qlle se pt-e'¡;entaba r,c. et-.. de cartcter 

propiamente dicho. Estos investigadores demostraron la 

reacción no et-a con las partes inmunoespeciflcas de 1 as i nrn'_me,-

globulinas, o sea la fracción Fab, sino que era con la fracción 

eristali~able Fe, a lo que ellos llamaron reacciÓn 
, 

ne". Esto f'_le ' desPliés confirmado peor- ~:: ronvall, 

, 

estudios det~rminó que la reactividad de la proteína A se 

limitaba a lo~ subgrupos l. 2 y 4 de la inmunoglobulina G [111. 
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Estos de~cubrimientos condujeron a la re~liz~ci6n de 

rne t· ato 1 es investigacic~es que 

inmunoló9ica ~e la proteína A. Como resultado de este gran número 

de estudios. se ha producido una comerci~lización de célula~ e~ -

tafilocóccicas con proteína A en su pared. o de proteína A 

te.da vez q'.H: su apl icaci.~n et1 di fen¡mtes ensay.:.s 

sa y recomendada. 

La aplicación inm'.m.:;r16gica de la prot.eína A fijada al est.a-

filococo es amplia y se encuentra en pruebas de aglutinación y 

coaglutinaci~~. de ensayo inmunoenzirnático, radioinmunoensayo y 

hast·a de activaciót·, estirnl.¡lator·ia y mit.o':.létu.=a ha.=ia linfo.=it.:.s 

B. corno agente antineopl~si co y en separaCión de partículas 
I 

especificas [~11. 
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Métodos de detección de la amebiasis . 

, 
I 

Aparte de la detecciÓn sintoma~Jló9ica de la amebiasis, se 

han desarrollado var ias técnicas inmunológicas para diagnosticar 

el padecimiento. Esta s técnicas son muy útiles: a) la 

demostt-ación del agente etiológlco es dificil~ como et1 el absceso 

hepático; bl cuando las pruebas diagnósticas de rutina no logran 

identificar 11s organismos, como en el ' caso de enfe rmedad in -

testinal severa en el que el paciente ha ingeridO ya sustancias 

it1terfererltes y e) en estudios seroepidemiológicos pat-a determi -

nar la prevalencia y ocurrencia de la enfermedad en grupos pobla-

Hay numerosas técn i~a s basadas en la fijación, tir,cic.n y 

cot,cet,traciÓt'~ que pueden usarse pat-a la identificación de las 
I 

amebas en muestras de heces. Son las pruebas más utilizadas para 

el di a':ln':'stico: •• je ~ hist'Jlytica en 
I 

i nfe.=.=1 ones intestinales , 

pero son ta~dadas~ costosas y sobre t.odo~ de'):oer,den de la 

pueda difer-enciar quistes amebianos patógenos de no patógenos; 

pero si se obiervan glóbulos rojos ingeridos por los trofoz¿itos, 
I 

se puede in~erir un posible proceso invaSlVO. 

examinar por 10 menos tres muestras de diferentes dias para 

detectat· más ¡jel 80% a 90% de las infecciorles. 

También existen pruebas como la sigmoidoscopia y la biopsia, 

pero 'lO 50t1 confiables puesto que se realizan et1 pacientes gue ya 

han tenido qué ser hospitalizados y que , por lo tanto, ya tomaron 
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sustancias que pueden interferir con los resultados obtenIdos 

(vel" tabla 1). 

TABLA 1; 

Sustancias irlterferentes en pnl~bas parasi t.osc6picas. 

Tetl"a.:icl i11a-5 

SI.Al fonamidas 

Ant.iácidos, laxantes 

Metroni dazr..l 

Mebendaze.l 

Soluciones antidlarréicas y enemas 

S~llfat.e. de bario I 

Las t.é.:nicas serr..lóo;¡icas son las más confiat.les de t.Qdas , y 

aLln así, tienen limit.aciones. La justificaCIón para utili za r 

estas pruebas. que ha sido generalmente aceptada, ~5 1 .. interfe-

rencia de divel"sas sustancias e n las hechas en 

heces. La razOn por la cual las pruebas serolOsicas no se han 

es 1 i!I obsel" -COl1S i del" ado .:orno métodos' abso 1 ~It.e.s de di a ·;nós t. i C'J, 

vada persister,.:ia de ant.i Cllen:'os EH"! pacient.es, ml.lcho t . i empe. 

desp1.lés de habel" sat1ad.::> [:3,9, 1 (1, 1 7J. Además, ne· se pl.lede t"el a.= i.=.­

nar directamente el titulo de anticuerpos con la severidad de la 

enfermedad, ni hay diferencia en la persistencia de los anticuer -

pos cuando se ha sufrido un absceso hepático o infección int ... st.l-

nal [10J. De todas maneras, se ha sugeriao que los pacIentes con 

absceso hepático amebiano tienden a tener titulos más elevados 



[31. En 1~ tabla 2 se enumeran l~s pruebas serológica~ que se 

aplICatl en la mayori~ de los ' paises~ de los cuales~ 

mw~~electroforesis y la hemaglutinación indirecta son las m's 

difu~jidas por su sensibilidad y confiabilidad. 

TABLA 2; 

Pruebas serológicas utiliz~das en el 

diagnóstico de amebiasis 

HemaglutinaciÓn indirect~ 

COt1tralt1Munoelectrofor-esis 

Inmunofluorescenci~ indirect~ 

Aglutinación en láte >~ 

Inmunoelect.roforesis 

Ensayo itlmUtlOet1Zimátlco 

Inmunodifusión en gel 

Se han desarrollado algunas técnicas de 

ant.í·;enos arneb i él. nos , ;;;.p 1 i cando:. el 

pero su utilizaciÓn ha sido muy 

[3,101. 
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PARTE EXPERIMENTAL 

Reactivos biol6gicos. 

-S.uerc. de Coombs: 

Obtenido mediante la inmlmizaci6n de conejos con $uero 

humano normal. El suero crudo se purificO utilizando el método de 

precipitaci6n de y-Globulinas por "$~ltin9-out" (ver Apéndice', 

-Staphxlos;ocq¿s aur-el"ji cepa Cc.wan 1: 

de ayreus ATCC 125·~:::. Le. 

propagación se t-eal izé. en medios de cultive' TSA en dor,de deSF'llés 

de haber observado el crecimiento masivo de los microorganismos 

se Pt-ocedió a cosechar los añadien.jc. solución salina lsot~.tHCa 

esteri 1 izada. recolect.ándolos mecár,icamente en un frasco vial. 

Después se procediÓ a preparar , la soluciÓn madre al 10X. para lo 

cual se lavaroh las céhdas :3 veces en PBS pH=7.2; se midi6 el 

volumen del paquete celular y se suspendló al IOX. 

formalina e.l 1.5% de concentre.clón fine.l y se dejO repose.r 3 

horas a tempet-atura ambiente y p.:.sterlOt-ment.e t.oda la noche a 

4"C. Se le. ye.ron las células :3 veces con PBS pH=7.2 y se calenta-

ron a 80·e por 5 minutos , enfrlAndose después e. 8·C. 

otras :3 veces y se resuspendieron al 10% en PBS pH=7.2 a9re9ando ­

se azida de sodio al 0.1% de concentraci6n fine.l. 

-Solución de Trabe.jo: 

E s ta se prepe.rO tomando mI de le. solución madre al 10%, le. 



lavó 2 veces con PBS pH=7.2 hasta 

sedimentacIón total. Se resuspe~jió en 1 mI de PBS pH=7.2 y se 

a~adieron 0.2 ml de suero de Coombs, mezclándolos y dejándolos 

reaCClonar por lB)a ~~ra Y media a temperatura ambiente. Se 

volvieron a lavar 2 veces con PSS pH=7.2 y se resuspendieron 

finalmente en 8 mI de PBS pH=7.2. 

-Cultivo Axénico de Entamoeb@ histolytica: 

Cultivo desarrollado según la técnica de Lo~is S [) i amQn,j~ 
, 

[5J. Las placas antigénicas se prepararon a partir de este 

\epararQn del mediQ de cultivQ c6n agua destilada eitéril y se 

Pt"o,:edió a ft"a';¡mentilt" las céhllas peor medi,:, de crioft"actw"ación 

como primer paso y posteri o r mente, por e xposición en ultrasonidcl 

para hacer mayQr la fragmentación. Después de haber hecho estQ se , 

procedió a determinar la cantIdad de proteína total en el 

homoget1eizado seg~n la técnica d~ Bt-adford [11. La concentración 

de proteinas determinada en el hQmQgeneizado fué d~ 36.25 pg/ml. 

Al hOmOget1eizado se le adicionó azida de sodio y se con9~ló hasta 

la preparación de las placas ~ lo cl~al consistló en e x tender una 

';¡Iot.a del mismo en el portaobjetos por medio de LH"I asa 

bacteriQIÓgica, dejando secar ésta para fijar después por caleor. 

Las placas se guardarQn en congelación hasta el me,ment,;:. de su 

erl esta. 

provienen de la encuesta nacional realizada PQr el 



Investigaciones Biomédicas y la seleCCión de los mismos se hl=O 

en base al titulo determinado por lo~ 

métodos de análisIs ahí realiz~dos (hemaglutlnaClón I ndirecta) . 

El título de corte asignado por el IIB e s de 1:80, el cual 

basa en estudios estadísticos realizados con anterioridad par 8 

dar validez a la encuesta . Los sueros an*lizados prbvienen de la5 

entidades estatales de Tabasco , Morelos y Colime . 



Met.ode, 1 e'9 í a • 

-Condiciones de reacción: 

Las placas de reacción se corrieron de la siguiente manera: 

se a~adió lJna gota de suero problema sobre la placa de reaccióf1 

de manera que cubriera toda la zona anti9énica. Se dejó reaccio­

nando durante 15 minutos en cámara h~meda. Se lavó la placa con 

Se,l'.l.:ión Ecllffet· de Fosfa.tos y se a;>;adi~, posteriormente la. So 1 '''¡­

ción de trabajo al IOX. Esta ta.mbién se dejó reacciqnar durante 

15 minute,s en ,:áma.ra f",úmeda, la.vand,:) la. placa al 

pH=7.2 y dejando seca.r a temperatura ambiente. 

final con pEce 

DeSPt~és de esto se procediÓ a te~ir las placas anti9énicas 

con Cristal Violeta y Lugol, de manera que solo se ti;>;eran los 

estafilococos pegados al suero de Coombs. 

Las observaciones se realizaron en un microscdpio Zeiss con 

El reactivo de trabajo (sol. al 10% de estafilococos', a pe­

sar de encontrarse reportada una estabilidad de hasta 3 semanas 

[41, no se utilizó después de dos semanas de haber sido prepa.ra­

do, para evitar al máximo lB)a diferencia de reactividad que se 

reflejara en los resultados finales. Tres veces se preparó la 

solución de trabajo: la primera para comprobar la reactividad de 

la solución y ~ara fijar los parámetros de la misma, y las últi­

mas dos para correr los sueros problema. En las últimas dos pre-

24 



paraciones se hicieron pruebas de reactivid~d con 

controles (tanto positivos como negativos) lél 

uniformidad de reactividad en ambas soluciones, 

Los s~eros estudiados fueron en un 48% del sexo femenino y 

es de 26.7 a~os. 

Se corrieron 58 sueros positi~~s Y 8 sueros negativos \ un 

El rango de tit~los , 

determinados por la técrlica de Herna9lut.inaoción Indirect.a, 

va1'~res POtO debajo del titl-lle, de ccwte det"oH"minado p.ra los mis-

mos(1:80), hasta 1:640. 

Como controles positivos se utilizaron sueros de pacientes 

con amebiasis ext,-¡ünte$tinal (absceso he¡láticcl)>> C1..lYOS t . i tl41 0-": 

fueron de 1:1.280 y 1:2,560 (los más altos), 

Como COt"ltt'oles n.gati vos se uti 1 izat"on cuatr"c, sueros not"rna-

les decorlejo, para detectar la posible presencia de I"eacciorles 

inespecí ficas por el hed10 de c¡ue aún con sl../eros humanos de ti tu-

los muy bajos, se presentaron reacciones de Olglutinaci6rl en las 

También se ,=orriér"on pIa.ca.s a. las ,=uCI.les I.micament:e se les 

a,jiciot16 la solución de tt"abajo, y otras que nada m's se. lavar'on 

con la Sohlci6n PBS. 



DIAGRAMA DE FLUJO DE LA 'fECNICA 
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- Inte~-ptaet.ac i ón: 

La interRretación de resultados se hizo de acuerdo con la 

cantidad de aJ~mulos de estafilococos~ observada al 

en la ... · pla,=as ,de reacciór,. El vale,r rná>(irne. (++++) se asigné. a la 

apat-iencia de los s,-¡et-e.s controles PQsitivc.s, y el mít1irn.:. (-) , 

aqlJélla de los sueros controles t1egativos CSNC= suero normal de 
I 

presencia de anticuerpos anti-Entamoeba histplytica en el 

suero de un p~ciente. 
I 
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RESUL TAr·OS 

Los resultados observados fueron los s19ulentes: 

(+) : 

+ : 

++: 

+++: 

3 sueros ne9ativos. 

5 sueros ne9~tivos, 2 de 1:80, 4 de 11160 y 

1: 320. 

10 sueros de 1:160, 10 de 1:320 y 6 de 1:640. 

11 sueros de 1:320 y 14 de 1:640. 

de 

La asignación de ++++ corresponde a l~ sueros controles po­

sitivos 111,280 y 1:2,560, la cual no s~ presento en los sueros 

estLldi ade.s. 
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I 
CONTROL POSITIVO (Titulo HAI 1:2,560) 

ASIGNACION DE ++++ PARA PRUEBA DE COAGLUTINACION 

• 't 

-'. '-l : ... ~ . • . !t ..... -. 
., 1 •••• 



CONTROL NEGATIVO (Suero normal de conejo ) 

~SIGNACION DE ( - ) PARA PRUEBA DE COAGLUTINACION 

, 

. - . 

3 1 



SUERO HUMANO, Titulo HAI menor a 1:80 

ASIGNAC~ON SEGUN PRUEBA DE COAGLUTINACION: 1+) 

• 

• 

• 

• 

• 



( 

SUERO HUMANO, Titulo HAI 1:168 

ASIGNACION SEGUN PRUEBA DE COAGLUTINACJON, + 

.. • 

. . 
• 

.... 
J , . . 

• 

,. 
~ 

• . . . . 
.' • 

. , r 
• • 

• . . , 
• . 

~ • • 

• 

• 

-j-,:. 
-' -' 



SUERO HUMANO, Titulo HAI 1:320 

ASIGNACION SEGUN PRUEBA DE COAGLUTINACION: + 
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S~ERO HUMANO. Titulo HAI 1:640 

ASIaNACION I SE~UN PRUEBA DE COAGLUTINACION: 

,- . .. 
~ '<:-....'~. 

• .- "". l' o ' 
~ •• t '. - ~ ..... 
• . . 

• o 

," 
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placal-p 

placa2-p 

placa:j-p 

placa4-p 

placa5-n 

placa6-p 

placa7-p 

Titulos de los sueros estudiados 

5~664-[:' 
1 1: 160 
41)-F 

5t':'96-[:O 
1: 640 
4~,-M 

+++ 

5=:0:30 -[:o 

1:320 
4 , -M 

+ 

'112'-' 1 '01 [' ili:7 -, 
5115:::~O 
1: 160 

114 - M 
++ 

5~780 
.11: 320 

:I::F 

320:::6-[:' 
l-M 
( +) 

SNC 
í -) 

1: 160 
:::-F 
++ 

5:::240-[:0 
1: 160 
3:3-F 
++ 

56430-[:0 
1: :320 
56-M 
t++ 

56356-[:t 
1: 160 

I2-M 
+ 

32'3':::(1 _. [) 
24-F 

t 

57090 
1: 160 
14-M 
++ 

571:30 
1 :320 
1:)-M 
tt 

:3181:3-[:0 
45-F 

(t) 

SNCin 
(- ) 

36 

56';:'14:::-[:' 
1: 160 

6-M 
++ 

5783';¡ '-[) 
1: 160 
10-M 
+t 

5E::306-I:r 
1: 160 
5:3 - M 
++ 

58:365-D 
1: 160 

6-M 
+ 

:33002-[:0 
43-M 

+ 

57082 
1: 320 
13-F 
++ 

56769 
1: 640 
11-F 
t+t 

31:::4';:'1-[:0 
19-F 

+ 

SNC 
(- ) 

5640:3-[) 
1: 1E,1) 
:::3-M 

+ 
Placas 1 a 5 

58276-D son de Tabas-
1: 160 e,:,. 
35-F 
++ 

56313-b (# expediente 
1:160 (titulo HAI 
:31-M (edad-se)(,:, 

56481-r) 
1: 640 
50-F 
+t 

:32::::::: 1 - [l 

n-M 
+ 

(titl.;leo ee'a-
91 •. ;t 'i nae i Ót¡ , 

57117 placas 6 y 7 
1:320 son de More-
:31-M leos 111 y IV 
++ 

56770 
1: 640 
35-F 
+++ 

321'92-[:0 
40-M 

+ 

SNCin 
(-.) 



Flaca.10-p 

pla.cal1-p 

placeo12-p 

pla.ca14-p 

pleoca15-p 

placa.16-p 

placa17-p 

F'lacale:-tc 

n~~~ - D 
r 
p~~-D 
$7';¡56-[' 
l: 640 
T'0-F 
++ 

I 

5714 ';¡ -[) 
1: ::::20 
17-F 
+++ 

1: 640 
26-F 
+++ 

57257-[' 
1: 640 
lO .-F 
+++ 

f
9695-0 29760-0 
: 640 1 ::::20 

1
3-F 60-F 
:+ . +++ 

I
~~~~-D ~~~!~-[) 
'~-M 63-M 
++ +++ 

:i0115-[) 30021-[" 
• :i·-;.n 1: 320 

t
~:~=F - ~'~:F 

(l706-D 31:16::13-[:' 
:640 1: ::320 

55-F 5-M 
~+ 

h0 4e:4-D 

~' • ' -"~'I-I .. .;. ..... -
"··'5-F 
~ ++ 

! O?'~2-D I : ::: 1) 

·:6-M 

+t+ 

30:3:j:=: - [:1 

1: 640 
16-M 
+t+ 

3117J-[' 
1: :::0 
17-F 

•• c- .". ~:nD'.'j .: CDno" 
ln= ln~~t lvad,:, 

+++~:: T ítu l':, ,je HA! 1:2 ,51.:·') 
I 

57:395-[:1 
1: 640 
J:::-F 

57<i42-rt 

1 :<:0 
:::·-F 

+++ 

57460-[) 
1: é:20 
6-~1 

•. +. 

296';l:;::-[) 
1 : 64 (1 

3';¡-F 
++ 

2':t721-[) 
1: 640 
63-F 
++t 

:C0707-[' 
1: 640 
:::-F 

t+ 

1: 320 
5-F 

tt 

'31133 - [) 
1: 320 
35 -F 
++ 

56784- [' 
1 :;::;:'0 
1 ':;-M 
·t + t 

57';'144-[' 
1: 320 
J-t~ 

t++ 

~;7jj54-e, 

1: 321.1 
7(1-M 

++ 

2':1759-0 
1::320 
2J-M 
++ 

10,11 y 1-' 
t;:.arnbl~n SI:ln 

,j", Mo::,r-ele,:;:. 
!Ir y 1\/ 

J0145-[) Placas 13 a le: 
}:640 son d~ CJlimeo. 
17-M 
t+t 

::<071 n -[', 
1: 640 
24-M 
++t 

30410-[) . 
1: :::20 
28-F 
++ 

::C092- [' 
1: ":-4 O 
45-'M 
+tt 



ANALISIS rJE RESULTADO':; 

Para det,rminar si los resultados obtenidos en 

pueden ser to,~dos en cuent~ con confi~bilidad, y de esta fcor-ma 

llegat- a conctuir de una manet-a correcta, se aplicó a los mi srncls 

- ~r -b- -~t-d·-tl· -- d- correlación, nue es la prueba 1.ln", .... '.10: C\ 0::> ( '" 1:> , '_'" .. ., 
de 

tingencia para pruebas no paramétricas. 

Siempre ~ue se realiza un experimento sobre una población, 

que de alguna u otra manera ya se ha evaluado, es deseable 

dicar el gradÓ de asc,ciación '=I',le e:dste erltre los rnult.ad':ls de 

los diferente~ experimentos o por lo menos, como en este caso, de 

afirmar SI al~lH1a asociación observada en la muestra de puntajes, 

ind i ca que las varlables en eS~Adio están asociadas muy probable-
1 

ment.e en la pc,t, 1 ac i ón ,je 1 a ql.lE! se t.c,rnó 1 a rnlles t. r a. El ce,e f i c i erl-
I 

te de ,:otTelació'1 ,'ept'EiSenta POI' sí mismc, .el ·=It'adc' de asociación. 
I 

Las prl,lebas de signi fi,:a.ciórl del c':leficierlte det4rminan. 
I 

nivel de probabilidad declarado , si la asociación verdaderamente 
I 

e x iste en la 10blación de la que se tomó la muestra productora de 

los datos con los que se calculó e l coeficiente de correlación. 

Esta pru,ba se basa en el cálculo de un coeficient.e de con­

tingencia par, medir el grado de asociaciÓn o relación entre dos 

conjw1tos de .tribut.os, cuando por lo menos uno de 

presenta de m~nera resumida el método de cálcu l o) . 

. 
La tat'l~laciót'" Ije- 1.:1$ dat. o'.:. ~ .:I:ln los valor-e ':, ,je cál ,=ul o i n-



I 

cluidos se preJenta 

EY'I"J~ 
potO ,_t u'-i~" 1:160 Ó 1 : ::::20 1: 640 

+ 14(5.45) t (5) 1)(4.55) 15 

+i 10 ('''.45) 6 (.7. :::é:) 

+++ 0(9.09) 11 (8. :~:j) 14(7.CS:?' ) '-.C' 
'--.' 

24 20 66 

OiJ: n~meros sin paréntesis; Elj: nUmeros con paréntesIs 

Se';¡ár) la I f6t.rnl.~la de ,=álcl.llc, 

).; 2: El: [ (1) i j -E 1 j ) 2 lE i j I 
I 

para X2 (chi cuadrada): 

en donde Oij ~on las frecuencias observadas y EIJ las frec~~enClaz:· 

esperadas. ob~enemos el resultado X2 =37.23, y sustituyendo est~ 

valor en la f_rmula del coeficiente de contingencia: 

en donde N es el n~mero total de muestras, tenemos que C=0.60. 

Ahora no queda más que comprobar que este valor ez: 5i9nlfi-

cativo, y par· 4 grado:os de liberte..d, la probabilidad de que 

X2 )37.23 es rn,nor que O.OOl(ver tabla en el Apéndice). ~,r lo que 
I 
I 

realmente el talo:or de C=O.6 e5 significati vamente diferente de 

ce 1"';:' • 



Otra manera de anallzar los resultados obtenidos sefia asig-

nartdo escé&.la de 

Por los parámett-oS ~sC09idos pat-a realizar 

~stablecieron para estas asignaciones los si9uientes enl4nciados~ 

+ •••••••••••• • NI:,t-mal 

++ .••..••••••• Confirmación por HAI y análisis de sondeo 

+++ •.••••••••• Confirmación por HA! y at1álisis de sondeo 

++++ •••••••••• Posible proceso infeccioso de alto riesgo 

La asigt",'ción de "Nonnal" ,:lasifica a las per'son"as, '::¡'.Je han 

sufrido COt~ a t .erioridad una infección amibiana~ 

tolerantes al microorganismo, lo cual no es rarQ encontrar en una 

poblacion que se encuentra tan e xpuesta al mismo. 

En "c,:,nf~t"maCl .!. t"' p,;:'t" HA! y Clnál i si s d.. sor""jee," se r"e'::¡'.Jier"e 

t"eal i::«r al lt,dlVld ,"~,:, una historia, ,:1 ínica e,:,rnpleta y det,ermir:,¡;<t" 

su titulo de ntlcuerpos por la prueba cuantitativ~ para determi­

nar ce,n el ce,r l'Jlmt.c" SI éste se debe a '"ma infecei~,n ant,er"ie.,- ya 

cont.rolad« o ~ W1 proceso infeccioso en curso. 

En " P':'S'iile pr.:.ees':' infeeci,:.so de alt,o t"iesge." lo a.je':'"~ade. 

set"í a detennit,at" p.:or- difer"entes análisis s .i el p", ,:iente pt,'esent.a 

un pr o ceso in eccioso que pueda compromet·er seriamente Sl~ salud. 
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-Con los ~esultados obtenIdos por el 

aunque el n~mero de muestras estudIadas es peque~o, 

el 

histolytica es representativa del titulo de 

¡::·acientes. 

-Su aplic ción en estwjios seroePldemlOlóglcos o de sonde o 

de poblaciones es conveniente por la raPIdez Y faci"lidad con ~ue 

se pueden real zar estos est~dios. 

-Para pod r tener seguridad en la conflabilidad de la prueb6 

y que de esta ranera, pueda considerarse como una prueba alter-

nativa en los studios seroepidemiológiCos.'es necesario estable-

blecer las con iciones óptimas de realIzacIÓn de la mIsma. 

-Aunque e el presente trabajO se hizo el estudio con placas 

antigénicas de una sola concentración, para saber si existe o no 

los ,-esultados por· la 

la placa , seri~ recomendable hacer la prueba a un n~m.ro mayor de 
I 

sueros prOblemt cuyos titulos ya se hayan determInado por HAI " 

pero sobre pla as de diferente concentraci~~ y evaluar los res,~l­

'.dos de oada r ue,o y en 'co"j",','o, segOn la <once"',.o",,, 

-Pueden hfcerse evaluaCIones también para sueros dil uidos, 

cuando el título de éstos se encuent~e prObablemente por enClm6 

del va lor liml_e de la escala y qUiera hicerEe una aprO~lmaCl~n 

más Pt"'QcisCi.. : , 
, 

-Probable~ente el punto más critico d~ esta prueba, 
, 
, 

POI- tant,:. ti enb 
, 

I 

i 

i 
I 

I 

que ser el más cons iderado 

41 
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t.enga más es de la an",.l ist.a 

asi9nar los va~ores a los sueros problema. Esta aspect.o fiene que 

ser cot1trolado t1aciendo estudioE d~ vat-iabilidad ~n 

-SIempre ~s deseable que las pruebas de análIsis sean lo más 

concluyentes PTsible, pero siempre hay una serie de 

tienen que confiderars~, 

do par-,::ial. 

y por t.at1to solo se obti~t1e w-, t-esul ta-

-Por las ~aracterfstic.s est.udiadas del cornportilffi i ent.'j de 1 

sistema Inmuni~ario frente a W1a infección amebiana, se podría 

resultado de un proceso infeccioso en cursp, que puedg ser peli­

gr oso para el baciente. 

-Para tener más se9uridad en este ~ltirno punto, o para saber 

si r-ealmente s r p'_~ede ha,=er- lma asevet-ación ·je est.e tip,:" se 

querirían hacer estudios seroepidemiológicos en pacientes 

infecci'!'n invalsiva sever-a e' ,::on abs'::ese, hepátic.::. amet,iano, y 

con 

en 

base a este,s r lesl~lt.adQs det.errnir,ar '=ll~é tan confi'able ser-fa el 
I 

resultado de la prueba. 
I 
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APENDICE 

Esquema de inrn1omizaciOn del <:onejo pa.tOa la obt.enciÓn del 
Suero de C09mt.s: 

[He I lntt"i~venose 1 nt tO amtlS'=ll 1 el tO 

1 0.5rn1 
3 O.5ml 
5 0.5ml 
7 O. !:;m1 
'3 0.5ml 

11 Clr5m1 
15 0.5m1 
18 0.5rn1 

Sangría. eil .;Ha .'").") 
..:....:.. 

1-



Técni,;a de "salt.it-,,¡¡ Ol_/t" pat-a p,-e,;ipit.ación 
de gamma-globulinas: 

En est.e mét.odo se precipit.a a la y-globulina mediante la 
adlción de sol~ci~~ sat.urada a temperat.ura ambient.e de sulfat.o de 
amot1io para tener t~na concentt-ación en la mezcla de 1/3 de 
sat~ración. Est.a preciplt.aciOn se realiz~ varias veces con lo gue 
se logra tener a la y-globulina con ~#~ grado bast.ant.e alto de 
ptH-eza. El sl_llfat,:, oe amonie, gl_/e C:¡~leda "at.t-apado" en el 
precipitado de y-globulina se elimina mediant.e diálisis contra 
solucion salina amortiguada con boratos. El product.o result.ante 
de este mét.odo de purificación, es una mezcla de todos los 
anticu€rpos c01tenidos en el suero, pero libres de las demés 
proteit1aS que I onstituyen dicho suero. 
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Técnica de Bradfbrd para djterminaciOn de proteinis: 
I 

I 

-Preparación del reactivo:.: 

Azul brillante de Cooma$ie G-250 
Etanol 95:'; 
Acido fosf~rico 85% 
Ag'_la desiof,izada, af.:. rar hast.a 

1 O O m o;;¡ 

~Ornl 

100ml 
1,OOOrnl 

Se disuelve el col.:>t-ant.e en el etatK.l y se adiciona' el áci.:k. 
~osf6ríco. lentkmente. S.afora despu~s con el agua desionizada a 
1.000mL I 

-Curva estándar s 

)&1 estándar mI React.i vo:. de 
(lmg/ml) 1'1 SSI Bt'a.jfo:.t-d 

100 5 
10 90 5 
20 80 5 
40 60 5 
60 40 5 
SO 20 5 

100 S 

Los problemas se prepat-an adicíonandeo 
51111 del r.acti~o. Tanto- los prot.lemas ~orno 
595t"tm entre 2 lItinutos y 1 hr de$p~ ¡de la 

I 

45 

, CC1nc. ",g/mI 

1) 

10 
20 
40 
60 
80 

100 

10(1111 de 
la curva 

reacci6r,. 

(81anco:.) 

soluci6n 
se leerl 

a 
1< 



Para compu~ar el coeficiente de cbntingenCla entre puntajes 
de dos conjw1toE de categorías, por ejemplo Al, A2, ••• Ak y 81, 82 

Sr, se coloca~ ras frecuencias en una 'tabla de contingencia 
como la tabla 1¡ Los datos p~~den tener cualquier n~merode cate-
garlas para formar una tabla k x r. ' " ' 

Se , .. t-..:,t,an ~as ft·o;¡,c,.,¡en'7ias espe,t'ad~,s pato. ':ada cel,j{lla (E1 j) 

al detennlnar- las frec'_leno:ias q .. le QClwrít-I¡;o_n de no _ !'",aber - asoc ia­
ción o cor·t·elac~ón entre las dos varjables. El -~t·ado de aSOCl~­
ción entre las ~os variabl~~. s~ incrementa ~ medida qu~ las dlS­
ctg epan'.=ias entt-e los val,:.t-es espet"'a, ljos y los 1:lbset-vados es mayot-. 

! 

Tit,la de conti~ia em ~álculQ de e 
I 

Al A2 , Ak Tc,fal 

81 (Al,SIl) (A2,Bl) (Ak ;.,Bl)-

82 (Al, BP) (A2,B2) ('Ak',B2) 
---

Sr (Al, S l/") (A2,fln (Ak;8r) 

To:otal N 

El 9rado ~e asc,ciacrór, entre dc's co:onji.w,t,,:,s dE¡l'at'r'ibutós sear, 
c,t-det',ables ,~ nd, e indepet-"jlent.emente de la ,t:,at:lH"aleza de l,a , va­
r'lal:\le ':' de la dist,/"ib'.lción básic-::a ,jEtl' aJ;',,-il:¡¡.¡t,c,', ,p.Jede des'::'.¡I:,r'ir--
se med i ant.e ! 

I 

r' =~r~l2 'N+'~'2 
.' '1" " ,', I 

donde X2 =CC [(Oij-E{j )2/EiJ] - ' 

La:;;:, EijsJ calc'.dan ml¡Jt.iF'li.-;:at~d'~; '",'a ra cadc..~ celdÚla 
tal de la ,:,~ll.lllina pcw el t,ot.al del ',i·en-:;rlón. y ' d 'ivi,jiendo 
sultado ent./"e ~l tot.al de la mu~s{~~. . , 

.46 
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