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RESLIMEN .

El ziguisnte trabajo ez una evaluacidn primaria de una
prusbs de coaglutinacidn "in vitro" para determinar el titulo de
anticusrpoz anti-Entamoeba histolytica en suercs humanos.

La inquietud de realizar este trabajo rezultd al estudiar wun
articule  titulado "Sﬁrface coaglutination with formalinized,
stained protein A staphylococci in the irmunclogic study of three
pathogenic amebae" (4], En dicho trabajo, los autores hacen um
eztudic en el gue encuentran que las células estafilocéccicas con
proteina A formalinizadas y combinadas con nnticuergos' especifi-
coz, se aglutinabarn sobre una porcidn de la superficie amebiana
de trofozoitos vivos.

El interéz de realizar un estudioc primaric para. una prueba
similar "in vitra", fué el de pensar en la posible aplicacidn  de
ésta para realizar estudios sercepidemicldgicos que fuesen' con-=
fiables v de sencilla realizacién, pues los métodod actuales im-
plican un tiempo relativamente corto, pero una dizposiciédn de ma-
terial y condiciones de trabajo que en muchazs partes en donde se
desean realizar los estudics, son dificiles de encontrar.

La realizacidn de este trabajo implicéd el cultivo axénico de
Entamosba histolytica y de Staphylococgus aureus cepa Co-
wan I, para la preparacién de laz placas y los reactives, asi
coma también la obtencidn de Suerc de Coombzs. Los procedimientos
de obtencidn de los reactivos, el desarrcllo de las reaccciones vy
la condicidn de las mismas se detallan en capitulos subsecuentes.

El andlisis de resultados se realizéd en base a un estudioc



estadiztico y a loz antecedente:z: gensralez de la

respuesta inmunitaria provocada en &l
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OBJETIVOS

-Eztudiar la relacidn entre la coaglutinacidn y la prusba de
hemaglutinacién indirectx, en la deteccidn de anticuerpoz  anti-
Entamosta histolytica para determinar la posible correlacidn

entre =] titulo de anticuerpos resultante en las dos prusbas.

-Determinar la posibilidad de establecer la coaglutinacidn
cams prusba alterna para el dezarrclle de esztudicos sercepidemic-

légicos.,

-Eztablecer wma discriminacidn entre susros positivos vy
zusros nedativos de marera que los rezultadozs de la prusba  puedan
zer comsiderados como un rezultado parcial confiable dentro de wun

estudic gerneral del paciente,

~Eztablecer los mecanizmoz por medic de loz cualez ze deter-
mirne la variabilidad de la prusba y con esto decidir la confiabi-

lidad de la mizma.



GENERAL LDADES

Entamosba hi

La amebiaziz =2 una de laz trez parazitosis que mMasz arecta

globalmente & la humanidad (aprocinadamsnte 21 107 e

pobilacidn mundial). Su.elevada incidercia ze  debe  praincipalment s
a la falta de bagierme em loz grandess hacitnamientos  de  diferectes
paizes v a la facilidad zon que ze tranzmite dicha enfermedad =
esas condiciones. En loz paizes desarrollados =1 porcentaise  de

poblacidn que padece la enfermedad =z minimo debido &l altoc  grado

de control general de condicionss ambisntalez y  de sansamien o
Se ha reportado que en Mésica hazta el (254 del total de la

poblacidrn pueds sztar infectada por el protozoarico, ademis de Jues

&3 una de laz diez principales causaz de mortalidad [16].
La amzbiaziz pusde presentarze en el 1ndividuc, de bres maE -
reras diferentes dependiendo de laz condiciones del huézped y  de

laz caracterizticas del pardzito, como veremos maz adelante Es-
tos tres estados de colonizacidén ze diferencian seaun =1 grade  de

invazidn del hudsped por =21 pardzito:

1.- Infeccidrn asintomdtica (colomizacidrn luminal):
La mayor parte de lazs infecciores por E. hastolytica en

&l hombre, zon completamentes azintométicaz. v

y =2 detectar
generalmente por medic de los  exdmenes  CoOpraparasitoascdplooz an

los que ze determina la sxcrezidrn de quiztesz, o tambrén pusde

hacerse por medic Jde  zondeoz

zerocepldemialdgrcoz, Y& Qque s



cuardo £1 pardsitc no  lesiona  las  paredss del intestino, s
presenta un mecanizma humcoral en contra del mizmo, eszo si, CON
titulos muy bajos [3,14). La excresidén de los Qquistes puades
encontrarse en un 2 & mas del 40% de la roblacidn, dependiendo
también del &rea que ze ha sondeade y  del nivel de higlens v
sanidad de la misma. El que la enfermedad asintomatica se
convierta en una infeccién que comprometa al organismo, dependera
de la capacidad del pa}asito para generar la enfermedad. c<como ==

‘verd mas adelante.

2.- Infeccidn limitada al tracto gastrointestinal:
Los sintomas de'una rectocalitis pueder presentarsse en  dos

situaciones: ya sea por ingestidn directa de AQquistes virulentos
'

del parasito, o© durante el cursc de una infeccién asintomdtica

prolongada. El pericdo de incubacidm de la enfermedad es de una &

cuatro semanas, pero pusde prolongarse hasta un afo [7]. La

invasién de la capa mucosa se cbserva mas frecuentamente en =1

ciego y despuézs (en orden descendente), en el colon ascendente,

recto, sigmoides y apéndice. La3z lesionez generadas por =l

parédsito conforme se disemina a través de las capas de nmucosa,

son ulceraciones que tienen la forma de matraz invertide o de

diamante y éstas pueden identificarse como &reas ligetramente

levantadas con orificios amarillos centralez y rodeadas por

hemorragiaz petequiales., La mucosa intermedia parece no estar

afectada hasta este punto, y después de tratamiento, la mayoria

de laz ulceraciones amebianaz parecer samar sin dejar cicatriz,

La amebiaziz inteztinal pusde szer mads extensa resultando

entoncez la formacidn de ulceraciones confluentez., Estas provocan

o,



una pérdida de capa mucosa y  submucosa  en areaz considerables.
Otra complicacién que pusde presentarse es la peritonitiz. Oca-
cicralmente hay un engrosamientco de la pared inteztinal acompafia-
da de pérdida de capaz musculares, impozibilitiandose la entrada
del contenido del intestino en la cavidad peritoneal, por un&
membrana edematosa peritorneal que puede romperse  en cualquier
momerto [31. La invasién repetida del colon; seguida de infeccidh
secundaria, pusede dar Eomo resultado la formacidén de un ameboma

o agranulc amebiano, que puede ser confundido con un  tumor

maligno.

3.- Infeccidn cxtraintestinal: ’

Laz complicaciones extraintestinales puseden surgir desde
unos cuantos dias hasta meses después de establecida la infeccidn
inteztinal, o pueds presentarse =n algunos cascs sin sintomato-
logia previa o historial clinico de la enfermedad (3,7]. Una de
eztaz complicaciores es la extemzidn directa a la piel, resul-
tardo en una amebiaziz cutdnea. Esta se caracterizd por la apari-
cidm, en las regiones anal y perineal, de wulceraciones dolorosas
y de ré&pido dezarrollo con margernezs irregulares. En  infecciones
severas, pusede perforarse la cavidad peritoneal provocando una
peritonitis, considerada como la complicacidn mads peligrosa de la
amebiasis intestinal.

La peritonitiz y la amebiaziz cutanea son complicaciones muy
raraz, comparadas con la diseminaciérn de E. histolytica &
través del ziztema vercsa portal hacia el higade, en dorde ze
forma un abscezo. En dos terceraz partes de los cascz sé encuen-

tra un abscezc uUnico, siendo afectado el lébulo derecho, ccha ve-



ces mazs que el izgquierdo. La pared del abzcesa consiste de fibro-
blaztos, macréfagos y linfocitos. Aun cuardo se  pueden  encontrar

trofozcitos en la pared del abzceszo, las quisztez no se presentan.

w

Ne e encuentran bacterias y el pus an la vecindad del tejido
recrético es estéril, esto es, que no se encuentran . célulaz ame-

bianaz viables [31.

El agente ctioloéico de dicho padecimientco es it 1=I =)

histolytica. Pertenece al sub-reino y philum de los ammale:=

unicelulares: los Protozcarios; al sub-phi lum LIS s
superclase Rhizopoda (clase Loboseal; y al orden i da,
comprendiendo a las familias Acanthamcoeba vy Naegleria de vida

libre v a la familia Entamgebida que comprgnde a los organismos

Endolimax nana, eba butschlii y Dientamceba
fragilis ademi&s del gén=ro ggggmgghg que incluye tambiér &

las espacies polecki, coli, gingivalis y hartmarmi (diferanciada
morfoldégicamente de histolytica) que afectan al hombre. Las
espacies no asociadas al organismo humano sorn moshkovskii  (de
vida libre), asi como chattoni e invadens que afectan a lcs

primates y reptiles respectivamentes.

Ciclo biclégico:
El ciclo de vida del parasito an el Fombr &
camienza por la ingestién aoral de las formas quisticasz

tetranucleadas. El quiste atraviesa el tractc intestinal Fpara

llegar finalmente al ileon y ciego en dorde forma ach

trofozoitos momonucleados por una serie de diviziores nucleares Yy

citoplazmicas. Estos se reproducer despuds por medic de fizidm



binaria causando padecimientos como diarrea, disenteria® amebiana

y otros sintomaz mMas  Severcs, dependiendo del arada de

it

complicacién de la parasitosis. En ciertas condiciones que no =
tar determinade com  precisién, algunos trofozoitos pierden  s=u
motilidad y pazan a un estado pre-quistico [(3].

Los trofozoitos de E. histolytica miden de 12 & &0 pm.
zienda el promedic de poco Mas ‘de 20 pm. Son anasrobios
facultativos, limitadés por una doble membrana de 120 A°,
Requieran de un pH ligeramente &cido (6.0-€.%5) y medics complejos
para su cultive "im vitroe". E. histolytica tiene estfucturas
parecidaz a microfilamentos y actina, perc no - microtubulos
citoplasmicos evidentes o mitocondrias. No poses ni citocromos,
ni via clasica de Embden Meyerhoff, reticulo endopldsmico rugosc,
tubulina citoplésmica o aparato de Gaolagil. Poses sistemas
ernzimdticos de malato deshidrogenasza, alcohol deshidrogernasa vy
ura capacidad limitada para consumir hasta S% de oxigenc. Las
amebas tienen glucdgenc, vacuoclas digestivas, ectoplasma,
endoplasma y cadenas helicoidales de ribosomas due se asocian

para formar cuesrpos cromaticos.

Virulencia y Patogenicidad:

La virulencia de las diferentes cerpaz de E. his tica
se ha referido & diverzas caracteristicas de los organismos.
Dentro de esta materia hay dos tendsncias principales para
explicarla. La primera de ellaz ze baza en que todas laz cepaz de
E. histolytica son potencialmente patédgenas, perc que algun
estimulo todavia no prccisa&o, convierte al parasito en un

organismo verdaderamente histolitico [3]. Dentro de este estimula

i



ze ha considerado el estadoe nutricional del huézped, la
citotoxicidad del organizmo, asi como tambien sus propigdades de
zuperficie, dentro de las cuales resalta el hecho de Aque entra
los trofozoitos virulentos la carga es mencar, v de Que poseen
receptores para concanavalina A [7,13]1. La otra tendancia toma
come parametro la capacidad del pardsito para  fagocitar eritro-
citoz y la capacidad para destruir neutréfiloz polimorfonucleares
humaros [3,7,16]1. Esta' Gltima tendencia ha demostrado 4que =i
existen diferencias marcadas ern =stoz aspectos entre las cepas
virulentaz y las no virulentas.

La patogenicidad de los parisitos estd dada por la .propicdad
de loz mismos de adherirse & la pared mucosa del ihtestine en
donde provocan la disgregacidn celular de la misma y fornando,
por lo tanto, placas eritematozas. Esta adhezidn es  lograda por
lo mencs por dos lectinas corn diferentes propiedades de afinidad
glucosidica, cuyas posibles contribucionss a la patogenicidad
sean adherirze a bacterias, epitelio colénico, leucccitoz y otros
tejidos del hudésped. IIna de estas lectinas, que == ha demostrado
que es inhibida por la N-acetil-galactosamina, puede estar
involucrada =n la supresidn de la inmunidad celular que ccurre en
la amebiazis aguda invasiva no tratada [13].

Se ha obzervado también que la interaccidn de la amsba con
las bacterias, ze lleva a cabo por medic de receptorez bacteria-
ros de mancsa, que incrementan la capacidad de las bacterias para
provacar la zseparacién de células de un szustrate [3]. Se ha
estudiads tambien la relacidm de la actividad enzimdtica con  la
Fatogenicidad, pero no se ha encontrade ningun indicic de  gu

exizta algun tipc de procesc determinado, Aque condicione  la



invazividad del organismo e el hugsped.  For aotro  lado, ze  ha
encontrads un grups de toxinaz que pudieran sstar involucradaz  an
los efectoz citotéxicos de la invasividad. La actividad de eztar
;oxinas er células de cultive de  tejido fue irhibida de  13ual

farma por Suera 1nmune como no inmune. Eroeste arupo de  tomins

puede ser [ue se& shcuentren una proteinaza acida y otra reutra.

Antigenas amebxanéz:

Ern estudics citoquimicos vy de microscopia electrdnica Fara
detectar carbohidratos, se ha determinadce que hay una capa
superficial o alicocalix sobre la membrana plasmatica de 1=

ameba. Ezte glicocidlix parece ser mas fFrominente en  las  cep

m

invasivas aizladaz de abzcesc:s hepaticoz y de lesicnes coldnicaz.

i

Se han sncontrado tambiér fracciomes polipeftidicas en las  cer

i

patédgenas que ze adhieren a la concanavalina-A, la gque 3uldisre
una diferencia entre laz cepas virulentas y las no virulentas, en
cuanto a los residucs de mancsa © Flucosa expuestos.

Por medio de técnicasz de irmunoprecipitacidn, = REL
estudiade las respuestas de diferentes pacientes cartra
fracciones semipurificadas de ameba. En estos estudios se obzervd
una gran variedad de respueztas, perc s& pude rnotar Qque la
mayoria de estas, iban divigidas contra antigencos de zuperficie.
Para las bandas antigénicas mas prominentes de estas fracciores,
por medic de electroforezis, se encortraron pesos de 40kd vy 8344,
A pezar de todo, no se ha loarado establecer mninguna relacion

antre los antigencs reconocidoz vy la duracidn de la enfermedad,

sintomatologia u aorigern de la —epa [3].



Irmunclogia de la Ameblazis.

Como . cualquier otro agente extrafo &l cuerpc, E:
histolytica induce una respuesta inmunitaria humorél y celular.
aurque probablemente sea ésta ultima la que mas eficazmente
limite la diseminacién del pardsitc y confiera una irnmunidad
post-infeccidn en el ﬁutsped [12,14]. Siemrre por eafectos de
simplicidad se han separado ambos tipos de mecanismﬁs Fara
analizar el parel que juega cada unc frente a wn problema dado,
aunque ya se sabe lo interrelacionados que estan estos dos. Aqui

se procederi de la misma formas

Inmunidad Humoral:

Se ha demostrade en estudiocs sercepidemioldgices, que del 21
al 100% de personas con amebiasis invasiva colénica o cor  abszcesa
hepatico amebiano producern anticuerpos easpecificos de la clase
IgG contra E. histolytica [(3,14,16]. Como vya se’ apuntéd antesz,
se ha cbservadce produccidédn de estos anticuarpos en pacientes
asintomaticos. Los titulos elevados se asccian conm uma  infeccidn
invasiva reciente, perc a pesar de que la respuesta humoral pusde
persistir hasta once aMos después, no se ha demostrado gue el
titulco de anticuerpos se relacione con el estade clinico del
paciente [2,9,14]. En otros estudios se ha demostrada la
presencia de coproanticuerpos de la clase I3A, aunque estos
persisten por corto tiempo [14]. Aust-Kettis y Sundgvist, asi
comc Calderén y col, demaostraron en estudiosz "in vitra" que laz

trofozoitos amebianrcs, repatidamnante agreagan, ingieran o

11



desprenden anticuerpos humanos pegados a la ameba. De ezha mar=ra
se pone de manifiesto un mecanismo  por medic del cual, &l
pardzito evade los mecanismos humcorales de defensa del huésped Vv
provoca una infeccidn invasiva.

Dada la presencia, & veces elevada, de anticuerpos
circulantes en la amebiasis invasiva, .se podria pensar <Que la
generaciérn de complejos  inmunes solubles fuara uir factor
importante que ayudara. al desarrolle de la patogenia por el
parasito. Pero las manifestacicnes de la enfermedad relacionadsa
cor el complejo immune, no se han observado en los pacientés SO
amebiaziz invasziva. aun cuando ze ha demostrade la nreéencia de
eztos complejos en algunos suerosz [(14].

For otro lado, se ha demostrade que E. histolyitica
activa tanto la via clasica como la via alterna del complemsento,
lo cual & ha probado demostrando la deposicidn de C3 en la pared
de la ameba en suercs tratadoz de diferente manera para seleccio-
rmar la accidn de las viaz del complemento [2,3,14]1. Ademas, se ha
sugerido que los productos de reaccidn dsl  comflemento pueden
estimular & la ameba a incrementar la produccidén vy liberacidm de
enzimas hidroliticas que contribuyan & la  patogenicidad del
paraszitc [3]1. De eszta manera. la activacidn del complemento
contribuiria tanto a la defensa del hugsped como & la patogénesiz
de E, histolytiza. OQtros estudicz han establecide también la
exiztencia de cepas resistentes a la accidrm del complemerto, 1o
que  pusde sar igualmente, ur factor necesaric Fara el
establecimiento del parasito en el huésped. Ezta resisterncia a I
accidn del comp lemernto se k& vistao que la pOsEEn

caracteristicamente, las cepaz patédgeras de hi tica



[3,14].

Irmunidad Celular:

Se ha demostrado en diverszoz aestudios Que  los neutréfilos
polimorfonucleares sufren cambios morfoldgicos . marcados e
presencia de trofozoitos, y Aque éstos son fagocitados por el
parazitc a través de wn mecanizmc dependiente del contactc =
independiente del sueré.,Fué notable tambiér el hecho de que loz
neutrafilos zolo fueron capaces de combatir trofozoitos dé CERPaE
gon muy baja virulancia. Salata y cal y Ravdin y col cbservaron
que las cepas virulentas de E., histolytica que mataban a los
neutréfilos no perdian su viabilidad amébica [14]1. La susceptibi-
lidad de los neutrdfilos de ser fagocita&oé por los trofozoitos,
se relaciona con la virulencia de estos "in vitra", y también por
la presencia de la lectina que =g inhibida por la N-acetil-galac-
tosamina.

Estudicos y observaciones histopatoldgicas en modelos "in  vi-
vo" de absceso hepitico, harn demostrado que los nautrafilcz
constituyen la raspuesta primaria de deferisa del huésped contra
la Ainvasian parasitaria, ademaz de que los praductos dez
degradacién por la lisis de los neutréfilos contribuyen al
procesc necrético del tejido hepitica [14).

Se ha determinadce también por otra parte, la actividad
antiamebiana de los macrdéfagos, los cuales son activadoz por

linfocinas producidaz por la accién de concanavalina-A <

fitohemaglutinina. La accidén amebicida de estos macréfagos se
debe a2 un mecanizmo dependiente del contacto., que invalucra tanta

mecanizmos oxidativos como no  oxidativozs - (3, 14]. En otros

13



ectudios "in vitre", ze ha demostrado tambign que log linfocitos
T citotéxicos poseen un  mecanismo amebiciéf dependiente del
cortacto, v que el ferotipo T8 es =1 responsable de éste, asi
come de que zean activados por la accidn de la fitohemaglutinina
[3,14].

Pertra de los componentes activos de las linfaocinas
inducidas por la accién de la concanavalina-A, se encuentra =1
y=interferdn, Qque es‘ capaz de estimular directamente =z los
macréfagos y  linfocitos no adherentes para matar trofozoitos
virulertos de E. histolytica [14].

Varics investigadores han observado que derivadés protéicos
salubles de amseba aeneran una proliferacidén de linfocitos T en
individuos que no padecen la infeccidn, y que esto no  sucede con
los linfocitos B. Esta proliferacidn difiere de la que se producs
por acciérn de la concanavalina-A en la magnitud, cinética vy
concentracidn édptima. La actividad mitogérica de estos derivados
se ha relacionado, despuds de estudios de cromatografia de fil-
tracidn en gel, con la prezencia de la lectina qude ez inhibida
por la N-acetil-galactosamina [3,14).,

Er prusbas de hipersensibilidad retardada y de liberacidn de
factor de inhibicidén de migracidédn para linfocitos, practicadas a
Facientes con ameblasis invasiva, s ha preszentado ziempre  um
retrazo en la respuesta inmune mediada por célulaz, que ha szide
especifica para la amebiasis, ya que en estos mizmos pacientes ==
ha encontrado una rezpuesta normal cwands ze hace la prueba  de
hipersensibilidad retardada con derivado protéico .purificado
(FFD) y con estreptocinasa-estreptodornasa. La capacidad ez

respuesta a este estimulo protéico amebianc se genera después de

14



la recuperacidn de loz pacientes, lo que indica wn probabls
mecaniismo innunosupresor producido par la ameba durante =1 curzo

de la infeccidn [3,12.14,15].



La Froteina A v zus aplicaciorez inmunclégicas.

Dezde los primercs estudios serospidemicldaicos para
tipificar a las cerazs patdgenaz de las [al=] patdgenas de
estafilococos, se detectd la presencia de wuna proteina tipica,
especifica, altamente antigénica, que era =1 mayor componerte de
una de las cuatro fracéioncs proteicas estafilocéccicas. Tiempo
después Lofkvist vy Sjoquist [11] purificaron esta proteina a
partir de la cepa de S. aureus Cowan I, que se habia
idertificads como uma rica fuerte de la misma. En un phrincipic se
creyéd que esta fraccidn antigénica de la pared celular de S.
aureus tenia un caracter polisacirida, pero posteriormente se
confirmé su caracter completamente protéico vy se le did el  nombre
de Proteina A. Ademis, se logrd establecer  la presencia de
anticuerpoz naturales en sueros humamos dirigidos contra este
ant igeric,

A raiz de eztos hallazgos, Forsgren y ' Sjocquist [&6]
realizaron un extenso estudic de la reaccidn gue se observaba
entre la proteina A v la inmuncglobulina G, llegando & determi-
inar que la reaccidn que se presentaba no era de caracter inmune
Fpropiamente dicho. Estos  investigadores demostraron | que ia
reaccion no era con las partes inmunoespecificaz de  las inmunc-
globulinas, o sea la fraccidn Fab, sino que sra con  la fraccién
criszstalizable Fo, & lo que elloz  llamarom reaccién  "pseudoinmu-
ne". Esta fue después confirmado por Kronvall, gquien en zus
estudicos determind que la reactividad de la proteina A se

limitaba a los zubgrupos 1, 2 v 4 de la inmurcglobulinag G [11]).



Estos descubrimientos condujeron & la realizacidn de  1rnmua-
merables investigaciones que involucraron ezta caractariztics
inmunolégica de la proteina A. Como resultado de este aran numerc
de estudios, se ha producido ura comercializacién de célulaz esz-
tafilocdccicaz con proteina A en su pared, o de proteina A likre,
toda vezr que su aplicacidn en diferentes ansayos fuse ventajo-
sa y recomsndada.

La aplicacién inmﬁnolégica de la proteina A fijada al esta-
filococo ez amplia y =& encusntra en  prusbas de aglutinacidér v
coagzlutinacidn, de ensayo inmuncenzimdtico, radicinmuncenzays v
hasta de activacidén estimulatoria v mitogénica hacia linfocitos
B, como agente antineoplésico y en separacidn de particulas

]
espacificas [11).



Métodos de deteccidn de la amebiazizs.

Aparte de la deteccién sintomatolégica de la amebiazis, sé
han dezarrollado varias técnicaz inmunolégicas para diagnozticar
el padecimiento. Eztaz técnicaz zon may utilez: a) cuando la
demostracidrn del agente eticlégico es dificil, como en =] abscesc
hepatico; b)) cuando laé pruebaz diagnédsticaz de rutima no  logran
idertificar loz organismos, como &6 &l cazo  de enf&rmedgd b
testinal s=vera en el que el paciente ha ingerido ya sustancias
interferentes vy <) an estudics seroepidemicldédgicos pa?a determi-
mar la pravalencia y ocurrencia de la enfermedad en grupos pobla-
ciohales.

Hay rwmercsas técnmicas basadas en la fijacidénm, tincién vy
concentracidn, Que pusden usarse para la ilidentificacidn de laz
amebaz en muestras de heces. Son laz pruebasz mas utilizadas pars
el diagndstico de E. histolytica en infecciones intestinales,
Ferc  zon tardadas, costoszas vy zobre todo, dependen de la
habilidad y experiencia en el examen microscépico por parte del
coperador. Hazta 2l momento, no hay una pruska de este tipo  que
pusda diferenciar quistes amebiancs patédgenos de no  patdgeros;
Ferc =i e obzervar glébulos rojos ingeridosz por loz  trofozoitos,

se puzde inferir wn posible procesc  irvasive. Se necezitan

examinar por lo mencs tres musstraz de diferentez dias para
detectar miz del 20% a 90% de laz infecciones,

Tambiér existen pruesbas come la sigmocidoscopia % la‘ biopzia,
Fera no som confiables puesto que ze realizan en pacientes U ya

har tenido que ser hospitalizadeos Y que, por la tanto, yva tomaron



sustanciaz que pusdern interferir con loz  reszultadoz obterndoz

(ver tabla 1).

TABLA 13

rfer n_pruebas 4
Tetraciclinas
Sul fonamidas
Antidcidos, laxantes
Metronidazol
Mebendazol
Soluciones antidiarréicas y anenas

Sulfato de baric ‘ :

Laz técnicas seroldégicas son las maz confiables de todasz, vy
aun aszi. tienan limitaciones. La Jjustificacidn para utilizar
estas prusbas, que ha sido generalmente aceptada., & la interfe-
rencia de diversas sustanciaz en laz pruzbas hechas &
tieces, La razdn por la cual laz prusbas seroldoicas no se  khan
considerado como métodos-abscolutos de diagndstico, es la obser-
vada persistencia de anticuerpos an pacientes, mucha tiempo
después de haber sanado [3,9%,10,17]. Ademas, mo se puede relacic-
rar directamente el titulo de anticuerpcos con la severidad de la
enfermedad, ni hay diferencia =n la persistencia de los articusr-
Fpos cuando se ha sufrido un abscesco hepdtico o infeccidn  intesti-

nal [(10]. De todas maneras, se ha zugerido que loz pacientes con

abscesc hepadtico amebiana tisndern a tener titulos mads elevados

—
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[3]. En la tabla 2 ze enumeran las prusbaz zerclédgicaz que =2
aplicarn &n la mayoria de los paizes, de los cuales, la contrain-
muricelectroforesiz v la hemagalutinacidén indirecta zorm las  méaz

difurdidas por 2 sensibilidad v confiabilidad,

TABLA 23
Frusbtasz sercldgicaz utilizadaz en el

rsst i lazis .

Hemaglutinacidn indirecta
Contraimnmunoslectraforesis
Irmurncflucrescencia indirectsa
Agiutinacidn an late:s
Irmuncelectraforesis

Enszayo inmuncenzimdtico
Inmuncdi fusidén en gel

ctroz ,

i

e han desarrcllade alguraz téchnicas de deteccidn de

antigercs solubles amebiancs, aplicando el 2nEayo

inmuncenzimdtico, pero =y wtilizacidm ka sido muy limitada

{3,101,

-
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FARTE EXFERIMENTAL
Reactivos bicldgicos.

~-Suerc de Coombs:
Obternide mediarte la inmunizacidén de conejos Cor 3Uera
humano normal. El suerﬁ crudo ze purificéd utilizando el método d=

precipitacidrn de v-Globulinas por "salting-out" (ver Apéndice) .

-Staphylococous aurgus cepa Cowan I:

Cultive puroc de Staphylococcus guraus ATCC12593, L&
propagacién se realizdéd en medios de cultivd TSA en donde despuész
de haber observadc el crecimiento mazive de los microorganismos
se procedid a cosecharlos afadiendoc solucidn salina 1soténmica
esterilizada, recolectdndclos mecianicamente en un fraszco vial.
Después se procedid a preparar la solucidérm madre al 10%, para lo
cual se lavaron las células 3 veces en FBS pH=7.2,” se midiéd el
volumen del paquete celular y se suspendid al 10%. Se le agrsad
formalina al 1.5% de concerntracidén firnal vy se dejé repozar 23
horas a temperatura ambiente vy posteriormerte toda la noche a
4°C. Se lavaron las células 3 vecez corn PBS pH=7.2 v se calenta-
ron & 20°C por S minutos, enfridndose despuéz a 2°C. Se  lavaraon
atras 3 veces y se resuspendiercorn al 10X =n PBS pH=7.2 agregando-

se azida de =zodico al 0,1% de concentracidnm final.

~Sclucidn de Trabajo:

Ezta ze prepard tomando 1 ml de la zolucidérn madre al 10X, la



cunl =e lavé 2 veces con PBS pH=7.2 centrifuganda hasta
sedimentacidn total. Se resuspendid en 1 ml de PBES pH=7.2 vy =&
afadieran 0.2 ml de suerc de Coombs, mezcléndolos y¥ dejandolos
reaccionar por  una hora y  media a  temperatura a&biente. Se
volvieron a lavar 2 veces con FPBS pH=7.2 vy sze resuspendieran
firnalmente en £ ml de FBS pH=7.2.

-Cultive Axénico de Entamcebs histolyticas

Cultivo desarrollado segun la técn}ca de Louiz S. Diamond
[S]1. Laz placaz antigénicaz 3e& Prepararon a paftir de este
ultivo tratamdo a las amebaz de la manera ziguisnte: Se
epararon del medic de cultivo céﬂ agua deztilada estéril y se
procedid & fragmentar laz célulaz por medio de criofracturacion
como primer pasco y postericormente, por exposicidn en ultrasonido
para hacer mayor la fragmentacidn. Desqyés de haber hecho esto sa
procedié & determinar la cantidad de proteina total en el
Fomogeneizads zegun la técnica de Bradford [11. La concentracidn
de proteinas determinada en el homogené&zado fué de 36.25 pa/ml.
Al homogereizado e le adiciond azida de sodic y se comasld hasta
la preparacién de las placas, lo cual conzisztid en  extender wna
gota del mizme en el portacbjetos por medio de Ry as&
bactericldgica, dejando secar észta para fijar después por calor.
Las placaz se guardaron en congelacidn  hasta 21 momento de  =su

Usc,

-Suercos humancs:

Loz SUEr oS Fiumaros utilizados en esta Eruaba

Frovieren de la encuesta nacional realizada por el Institutc  de

rJ
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Inveztigaciornes Biomédicas y la zelaccidn de loz  mismoz  se baoo
en base al titule (positive o rmegativoe) determinads por o los
métodos de an&lisiz akhi realizadoz (hemaglutinacidrn indirecta) .

El titulo de corte azignads por 21 IIR ez de  1:

o

B; wl cual =&
basa en estudics estadizticoz realizadoz con arterioridad pars
dar validez a la encuesta. Los suercs andlizados provienen de las

entidades estatales de Tabasco, Moreloz y Colima.



Metodologia.
~Condicicones de reaccidn:

Lazs placaz de reaccidn e corvieron de la siguiente manera:
e afadid una qoba de éuero problema sobre la placa de reaccidn
de manera qus cu6r1era toda la zona antigénica. Se dejd reaccic-
nanda durante 15 minutos en camara humgda. Se lavﬁ la placa con
Solucidn Buffer de Fosfagos y ze afadid postericormente la Solu-
cidr de trabajo al IO%. Esta también se dejd reacciona} durante
15 mirutos en camara humeda, lavande la placa al finmal con PES
pH=7.2 vy dejando secar a temperatura ambiente.

Dezpuézs de esto ze procedid & tefir laz placaz antigénicas
con Cristal Vieleta y Lugol, de mamera gque soloa se tiReran los
estafilococos pegados al suerc de Coombs.

Laz cbservaciones se realizaron en wunm microzcodpio Zeiss con
el objetivao =40,

El reactiyvo de trabajo (scl. al 10¥% de eztafilococoz), a pe-
sar de sncontrarse reportada una estabilidad de hasta 3 semanas
[4], ro se utilizd despuds de dos zemarnas de haber sido prepara-
do. para evitar al maximo una diferencia de  reactividad que =ze
reflejara en los rezultados finalez. Tres veces se prepard la
solucidn de trabajo: la primera para comprobar la reactividad de
la solucidn y para fijar loz parametres de la misma, v 1las ulti-

mas dos para correr los sueros problema. En laz ultimas dos  pre-



paraciones se hicieron prusbas dJd= reactividad con 1o SUercE
controles (tanmto positives como regativos)  para comprobar la

uniformidad de reactividad em ambas scluciones.

Los sueros estudiados fuercr en un 42% del  zexo femenino v
en un S52% del sexo masculinco. El promedic de edad de ambos sewos
es de 26.7 afos.

Se corrieron S8 sﬁeros pozitivos y 2 sueroé negativoz (un
suero negative por cada ziete positives). El ramgo de tituloz,
determinadoz por la técnica de Hemaglutinacidn Indirocta,. abarca
valores por debajo del titulo de corte determinado para los mis-
mos (1:30), hasta 1:640.

Como controles positivos ze utilizaron sueras de pacientez
con amebiasis extraintestinal (absceso hedatica), cuyos titulos
fuerorn de 1:1.280 y 1:2,5€0 (loz mas altos).

Como controles negativos se utilizaron cuatro suercos norma-
las de corejo, para detectar la posible presencia de reacciores
inespecificas por el hecho de que aun con sueros humaros de titu-
los muy bajos. se presentaron reaccioﬁes de aglutinacidén en las
reacciones de prueba de reactividad.

También se corrieron placas a las cuales unicamerts se les
adiciond la solucidén de trabajo, y otras qua nada més se

lavaron

con la solucién PBS.

i
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-Interpratacidn:

La interpretacidn de resultados s= hizo de acuerdo corn la
cantidad de acumulos de estafilococos, obzervada al microscopio,’
e laz placaz de reaccidm. El valor maximo (+++44) 32 azignéd a la
apariencia de los suercos controlez pozitivos, y el minime (=), &
aquélla de las susros Eantrales rmegativos (SNC=  suyerc normal da
corejo). Eszsto indicaria wuna determinacidn cualitafiva de la

preszencia de anticuerpos anti-Entamcebs hiszstolytica &r el

suere de urn paciente,



RESLILTADDS

Los rezultadoz cbservadoz fueron los si1gulientes:

(+)3 2 suer.'os negativos.
+ 3 S sueros negativos, 2 de 1:30, 4 de 1:160 y 1 d;
1:320.
+43 10 suercs de 1:160, 10 de 1:320 vy & de 1:€640.
+ees 11 sueros de 1:320 y 14 de 1:640.

La asignacidén de ++++ corresponde a lo& zuercs controles po-

sitivos 1:11,280 vy 1:2,560, la cual no se presentd en los sueros

estudiados.
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ANALISIS DE RESULTADOS

Fara determinar si los resultados obtenidos en  la prusba
pueder ser tomados en cuenta con confiabilidad, v de esta forma
llegar a concluir de una manera correcta, sa aplicd a los mismos
una prusba estadistica‘dc correlacidn, a3ue =5 la pruebsx de con-
tingencia para prusbas no paramétricas.

Siempre que se realiza un experimentc scbre una poblacidn,
que de alguna u otra manera ya se ha evaluado, es desgabic in-
dicar el gradco de ascciacidn que existe entre los resultados de
los diferentes experimentos o por lo menos, comc en este caso, de
afirmar s1 alguna asociacidér observada en la muestra de puntales,
indica que las variablez en esztudic eztdn asociadas muy probable-
merte en la poblacidn de la que se tomé la muestra. El coeficien-
te de correlacidn reprasenta por si mismo ] grado de asociacidrn,
Las prusbas de zignificacidn del coeficiente detdrminan, en un
nivel de probabilidad declaradc, si la asociacidn verdaderamsnte
existe en la poblacidrn de la que s& tomd la musstra productora  de
los datos con los que se calculd el coeficiente de correlacidrn,

Esta prusba se basa en el cdlcule de un coeficiente de con-
tingencia para medir 21 grado de asociacidn o relacidn entre  dos
corjurtos de atributos, cuando por lo merncoz uno de los  atributos

S1gtad

o
(]

s a los elementos es clasificatoric. (Em el apéndice =ze

Frezenta de mansra rezumida el método de c&xlouleo).

La tabulacidén de loz datoz, con los valorez de calcoule  ie-



cluidos se presenta a contiruacide:

Evaluacidn Titulo por HAI
S ekdEme” ' 1580 B 13320 1: 640 Total
1 merncs
+ 14(5.49) 1(5) (4, S5 15
++ 10(2,45) 1002,67) &(7,.88) gl
++4+ (9,09 11 (8,337 14(7.52) Z9
Total 24 22 20 EE

Qi1): numeros zir paréntezis:; Ei1j: rnumercs con paréntezisz

Segun la férmula de cé&lculo para ¥2(chi cuadrada):
®2=EEL[(0ij-E1j)2/Eij}

en donde 0ij zor las frecuencias cbservadaz vy Ei) las frecuernciasz

esperadas, obﬁenemos el resultado ¥2=37,23, y sustituysndo ezte
valor en la férmula del coeficiente de cormtirgerncias

T=IH2/N+H2 :
en donde N es%el namerc total de muestras, teremos qua C=0,60.
Ahora no queda mas que comprobar que sste valor ez signifi-
cativo, vy parx 4 arados de libertad, la probabilidad de que
X2>37.f8 ez ménor que 0,001 (ver tabla en =21 Apérdice). FPor 1o qus
realmente el %alar de C=0.6 ez zignificativamente diferermte de

carc,



Otra maneka de aralizar loz resultados obtenideos sefia azig-
manda cualihades & restra escHla de evaluacidr.

For lo=s pgrémetros escogidos para realizar las prusbas, =2
establacieran %ara zstas asighacicres los siguientes erunciados:

Fis & 2 ate ot e s NGB

++............Eonfirmacién par HAI y andliziz de sondso

$44euieeene.. Confirmacian por HAI v analisis de sondec

++++,. s ases.FPosible proceso infeccioso de alto riesgo

La azigrngcidn de "Normal" clasifica & las personas. que  han
sufrido corm antericoridad una infeccidn amibiana, © que ya son
tolerantes al microorganismo, lo cuzl no es raro encontrar en uﬁa
poblacidn que ze encusmtra tan sexspussta &l mizmao.

Eri "Confirmacidn por HAL v anilisis de sondec" se regquisre
realizar al individuo una hiztoriz clinica completa y determirar
su titulo de anticuerpos por la prusba cuartitatived para determi-
rar cor el coﬁjunto, z1 ézte se debe a una infeccidn anterior ya
controlada o a un proceso infeccicosa er Curso.

Er "Posiﬁle Fproceza infeccicoso de zlto riezgo"  lo  adecuado
seria determinar por diferentes andlizis si =1 paciente presenta

W proceso irfeccioso que pusda compromater seriamente zu salud.
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CONCLLES TONES
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-Con los resultados obterados paor =l analiziz es

aunque 1 numega de musstras estudiadaz ez pelusfio.  1a
desarraollada éara el estudic de articusrpos énti-ggggmgggi
histolytica es‘reprasentatxva del titule de los mismos e los
Fracientes.

-Su aplicacidn ern estudics zeroepidemicldédgicos o de  sondec
de poblacicnes, es conveniente por la rapidez y facilided &on Jrdez
se puedsn reazlizar estos estudios.

-Fara poder terer seguridad en la comfiabilidad de la  prusbe
y que de esta manera, pueda conziderarze como uni  prueba alter-
rnativa en los éstudios seroepidamioléglcos,'es recesaric estable-
blecer laz condicicres éptimaz de realizacisan de la mizma.

~Aurnque a2n el presente trabajo se hizo 2] estudic con placas
antigénicas de urna szola concentracidn, para saber si existe o no

variabilidad en loz resultadozs por la comcertracidn

amekb ans =1

la placa, zeria recomerdable hacsr la pruebz & un rumarc mayor de

sueraos problema cuyos titulos ya ze hayan determinads por HAIL
| - ‘-
perc zobre placas de diferente corcentracidr y avaluar loz rezul-

3 L - . ‘
tados de cada suero y e conjunto, segun la concentracidarn,

~FPueden hacerze svaluaciones también rpara suercs diluideos,

cuando 2l titulc de &

(U}

) o

(]
"

se encusttre  prabablementes por emcima

del valor limite de lx

(1]
W
p
nl
i
o
L

quiers Macsrza Urz APrOIlmec 1 O

mas preciza.
-Frobablements el punto mdz critico de esta pruebha,. y que

por tanto tiene que zer el mds considerado y sobre el cual ==
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ternga mas cortrol, es el de la apreciacidém del analista para
azignar loz valores a los zueros probdlema. Ezte aspecto fiere Aque
ser cortrolade haciendo eztudics: de variabilidad en loz  resulta-
doz de analistas diferentes scbre un mizmo conjurnto de susros.

-Siempre es deseable que las pruebas de andlisis sear lo  més
concluyentes pozible, pero siempre hay una zerie de factores gque
tieren que considerarse, y por tanto solo ze obtiene wr reszulta-
do parcial.

-Por las caracteristicas estudiadas del comportamiento del
zistems 1nmunitario frente & una infeccidn amebiana, se podria
decir que cuando se detecta un titulo con 4 crucesz, se cbserva el
resultado de un proceso infeccicso an curso, que puede ser peli-
arczo para el paciente,

-Para tensr mis seguridad =n este ultimo punto, o para saber
21 realmente se puade haczr una aseveracién de este tfbo, se re-
queririan hacer estudics serospidemiclégicos en pacientez con
infeccion invasiva severa o con abscesc hepdtico  amebiano, y en

base a estos resultados determinar qué tan confiable seria el

resultado de la prueba.



APENDICE

= inmutl ign d 1o
- v &

Dia Intravenosa Intramuscular
1 0.5ml

3 0.5ml

S 0.Sml

4 0,.%5ml

9 0.5ml

11 0.5ml
1S5 0.Sml

13 0.%5ml

Sangria el dia 22.



En =ste método ze precipita & la vy-globulina mediante la
adicién de saolucidén saturada a temperatura ambiermte de sulfato de
amonlic para tener wuna concentracidn en la mezcla de 1/2 de
saturacién. Esta precipitacidérn z& realiza variaz veces con lo Jque
se logra tener a la y-glabulina con un grado bastante alto da
pureza. El sulfato de amonic gue queda  "atrapado" &r el
precipitads de y-globulina ze elimina mediante didliziz contra
salucian zalina amortiguada con boratos., El1 producto resultante
de ezte método de purificacidrn, =28 uwuna mezcla de todoz loz
anticuserpos contenidos en =2l zuero, perao libres de las demas
proteinas que constituyen dicho suera.

S



-Preparacidén del reactivao:

Azul brillante de Coomasis G-250 100ma

Etaraol EZS S0ml
Acido fosférico 235% 100m1l
Agua desiconizada | afcorar hazta 1,000ml

Se disuelve el colorante en =21 etancl y se adiciona &l &cido
fosférico, lentamente. Se afora después cor el agua desionizada a
1,000ml. ; 4

=Curva estandar:

Kl estandar ml Reactivo de
(img/ml) pl SSI Bradfaord / Corc. pg/ml
- 100 - 0 (Blanca)

10 n < 10
2 20 -] 20
40 60 S 40
&0 40 S &0
en 20 S &0

100 - | 100

Los problemas se preparan édicionlndo 100l de sclucidn a
Sml del reactivo. Tanto los protilemas comc la curva se leen &
595rm entre 2 minutos v 1 hr despuez de la raaccidn.



Frusba del coeficiente de contingencia

Fara computar el coeficiente de cémtirmencia erntre puntajes
de dos conjuntoé de categorias, por ejemplo Al, AZ,...Ak y Bl, BZ
Br, se coclocan las frecuencias en una tabla de contingencia
comz la tabla I‘ Loz datos pusden tener gualquxer mametro de  cate-

gorias para formar una tabla k = r,

Sea anotar las FrEuuen51as ezperadas para cada celdilla (Eij)>
al deternirar las frecuencias que ccurririan de no  haber asccia-
cidm o correlacﬁan entre las doz variablez., El 'grado de - azocia-
cidr entre las dosz variable$. se incrementa & medida que las  dis-
crapancias entre los valores esperados v loz observadoz es maysr .

i e 3
Dmgjssnnﬁuznjulsﬂsdajts : i i
[ At & it e Total :
Bl (A1,B1) (A2,B1) (Ak,B1)
B2  (A1,BR) (A2,B2)° (AK,B2) 4
Br  (ALBF)  (A2,Er) (Bl:Br) 1 o ”f
Total A P! -., ; P f.h

’

El arada 3& asociacidn entre dos conJun*os des- atrnbutos sean
arderables o n e indeperdientemerte de la Faturaleza de la. va~-
rxabpe o de la dzstr:buczdn béalgd dol axrxbuto, pdode descubr;r-
ze mediante | Ak

C=di2/N+K2
darde N1=£B[(Dij-EiJ)3/EiJ] g,

Lag Eij se calculan mu1t1pl1rando Fara cada’ ceIdllla ei‘ ta-
tal dz la columna por el total del ‘renglin, y d1v1d1endo este  re-
zultado entre ql total de la muesfra._]." R :

4E
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