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1.- INTRODUCCION 

La amibiasis es una inf ecci6n producida en el ser humano por 

Entamoeba histolytica (7) y se puede definir como la 

condición de h0spedar al protozooario con o sin 

manifestaciones clinicas (10). 

Esta especie generalmente se loc:ali;:!a en el hL.1mano en el 

intestino grueso sin embargo, bajo ciertas condiciones pLtede 

invadir la mucosa intestinal y provocar disenteria amibiana, 

o a~tn más, causar amibiasis invasiva en el higado, aunque 

también puede afectar otros órganos (38). 

La amibiasis es una de las enfermadades más importantes que 

se presentan en todo el mundo, siendo más frecuente en los 

paises tropicales. 

La problemática abarca a los dos grupos poblacionales: el 

rural, donde existe una gran carencia de servicios, tales 

como: agua potable, drenaje, etc., y el urb~no donde existen 

estos servicios aunque desequilibrados. 

La amibiasis afecta generalemente a niNos menores de 5 aNos 

aunque también es frecuente en adultos del sexo masculino. 

La investigación sobre la amibiasis se orientó inicialmente 

hacia su diagnóstico y tratamiento; paulatinamente su estudio 

se extendió hasta abarcar la morfologia y fisiologia 

amibiana, as! como las reacciones inmunológicas del huésped, 
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la epidemiologia y la experimentación en animales, a f 1n de 

obtener un mejor conocimiento del parásito y conseguir 

medidas inmunoprofilácticas eficaces para combatirlo, como 

por ejemplo L1na vacuna. 

Sin duda, la mayor repercusión de esta enfermedad es a nivel 

gastrointestinal, donde un individLto puede llegar a presentar 

varios cLtadros clinicos durante el curso de su vida, pero la 

principal complicación de la amibiasis se presenta cuando la 

E. histolytica rebasa la membrana intestinal y por corriente 

sanguinea, se localiza en otros órganos por ejemplo en el 

higado, donde ocasio·na la formación del absceso hepático 

amibiano (AHA) J qLte puede originar la muerte del individuo. 
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I!.- GENERALIDADESz 

l! .1.- Horfologia: 

Las amibas ·se presentan en forma de quistes (forma inmóvil 

resistente), y en forma de trofozoitos (forma mOvil) que 

invade los tejidos del huésped (37). 

Entamoeba histolytica (Schaudinn, 1903) es un proto:oario 

anaer6bico perteneciente al Subphylum Sarcomastigophora, 

Superclase Sarcodina, Clase Rhi:opoda Orden Amoebida y 

familia Endamoebidae (3). 

Su ciclo vital completo consiste de cuatro estadios 

consecutivos: trofo:oito, prequiste, quiste y metaquiste 

(30). 

El trofczoi to se reproduce por f isi6n binaria, produciendo 

bajo ciertas condiciones apropiadas un quiste mononucleado 

que, tras dos divisiones nucleares suscesivas, forma un 

metaquiste que por división origina ocho tr·ofo::oi tos 

uninucleados (30). La transmisión a un nuevo huésped se 

realiza por la ingestión de quistes en alimentos o agua 

contaminados. 

El quiste presenta forma es1érica u oval, con un diámetro de 

8 a 20 micras y una pared de 125 a 150 nm de grosor. Su 

membrana plasmática frecuentemente presenta profundas 

observan invaginaciones 

polirribosomas, 

y en su citoplasma se 

va.cuelas y depósitos de glucógeno. En el 
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nócleo eKiste un carioscma que p1..1ede .ser central, cuerpos 

cromat.oidales y cromatina periférica ·adherida a la envoltura 

nuclear (38). 

El trofozoito e~ una 1ase altamente dinámica y pleom6rfica, 

su tamarro en cultivo in vitre varia de 15 a ::o micras 

dependiendo d~ las condiciones del medio (38). 

L~ membra,ia plasmática es similar 7. la de otra!> celulas 

eucariontes, con una cubierta celular apena5 detectable (46). 

El cii.:oplasma contiene diferentes organelos: cuerpo densos, 

ri.bosomas pol isosom.:\s, gránulos osmiófilos, cuerpos 

helicoidales cuerpos t1.1bulare·~ (37), numerosas vacuolas 

alimP.nticia!:°• grandes, 1-;rayores a 2 micras y vesiculc:\s 

pequet"fas, menores a :? micra•:. cuyas membranas poseen la misma 

estructura QL1e la membrana plasmática ( 37, 3); presenta 

tambjén lisosomas a~tivos de superficie especiali:::ados 

(37, 18). 

La amiba carece de mitocondrias y ape1rato de Golgi, y su 

reticulo endoplásmico consiste de vesiculas tinas rodeadas de 

algunos ribosomas 37, ~5). El nócleo es ovalado con un 

nucleolo central y cromatina periférica, y contiene 

estructuras densas de probable naturale~a viral. La 

envoltura nuclear presenta gran cantidad de poros ( 37). 

II.2.- Historia: 

La existencia de la amibiasis se puede situar desde la 
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aparición del hombre en la Tierra. Sin embargo no es sino 

hasta· el siglo XIX cu~ndo empieza a estudiarse .:11 parásito 

caus¿nte de esta enfermedad. 

Fedor LOsh, médico ruso, publicó la primera descripción de un 

caso de disenteria amibian.:1 recurrente en 1875. Este estudio 

ab.:1rcó el an81isis del contenido de la materia fecal del 

paciente y el material de la autopsia, asi como la 

desr.ripc:ión de la amiba incluyendo su estrLtctura~ tamal'fa, 

movilidad, n~cleos, vacuolas y elementos intracitoplasmáticos 

tales como células rojas. Además, llevó a cabo experimentos 

en los que administró l¿¡. m~teria fecal del paciente 2 cua.tro 

perros (8). 

LDsh llamó a la amiba Amoeba coli, y concluyó que la 

disenteria no era debido a este organismo, pues el curso de 

la enfermedad fue di"ferente para SLI paciente y los animales 

de experimentación. 

En 1883, Koch observó la presencia de amibas en cortes 

histológicos provenientes de pacientes con disenteria y 

complicaciones de absceso hepático, y pensó que esto 

pudiese• tener algún papel en la patogenia de la 

enfermedad. 

En 1893, Quinck y Ross demostraron los quistes de la amiba y 

observaron que e~tas formas vegetativas eran capaces de 

producir disenteria en animales de e>:perimentación. y 

notaron la gran resistencia de los quistes comparada con la 

fragilidad de los trofozoitos. 
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Councilman y La1leur, reconocieron la amibiasis como entidad 

clinica, causada por un agente especifico que llumüron ~ 

dysenteriae e introdujeron los términos de "disenteria 

amibiana 11 y de ''absceso hepático amibiano". 

En 191)3 Huber detalló el número de núcleos de los quistas de 

la amiba. Ese mismo aNo Schaudinn, brillante proto=oólogo 

asigna los tét-mi.nos de Entamoeb~ histolyticr.;~ para especie 

p~t6gana, debido a su capacidad de destruir los tejidos; y 

EntamnRba f..Ql.i par.:1 la especie no p.;-.tógena~ la cual es un 

comensal inocL10 del intestino grueso. 

A lo largo de todos estos af'fos fueron desarrollados nLlmerosos 

medios de cultivo para el crecimiento in vi tr-o L1~ ~·.· 

histolytica entre los que se pueden mencic11.:1r el de MLtsgrave 

y Clegg (1904), el de Boeck y Drbohlav, llamado "loecke'~ 

egg-serum" ( 1925) ~ El de Si1afer y colaboradores ( 1948), el r:le 

Pan (196(1) y finalmente Diamond en 1961 que elaboró un 

cultivo libre de otros asociados, el cual ha facilitado las 

investigaciones bioquimicas e inmunolOgicas de este 

protozooario (21, 24, 39). 

El cultivo in v;tro de g_. histolytica asociada a bacterias 

se logró en 1925, a partir de entonces se probaron distintos 

medios (que culminaron en 1968) con el cultivo a):énico,(medio 

libre de orgarismos asociados), creado por Diamond (13). 

En 1969 Lunde y Diamond al emplear antigeno total prepa~ado 

mediante homogeni;:aci6n de trofo:i::oltos cultivados 

axénicamente, establecieron patrones inmunoelectroforéticos 
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de diferentes cepas amibianas y obtuvieron evidencias de que 

[. histolytica es inmunológicamente diferente a otras amibas 

de morfo logia similar- ( 29). 

Las diferente cepas de ~- histolytica varian en su grado de 

virulencia, la cual disminuye a medida que aumenta el tiempo 

de cultivo en medio axénico y se incrementa par pasajes 

sucesivos a través de un anim~l huésped y/o reasociación con 

fl•"Jra bacteriana (10, 42, !56). 

Sargeaunt y col .• diferenciaron las cepas patógenas de las no 

patógenas b.:i.se a un patrón electr."Jforétic:o de cuatro 

isoenzimas aisladas de pacientes con manifestaciones clinicas 

y cepas de pacient8s asintomáticos, debido a su 

especificidad permite diferenciar fácilmente ~ histolytica 

de otras Entamoeba~ en otros géneros de amibas, limitando asi 

el tratamiento amebicida exclusivamente a los pacientes que 

hospedan amibas patógena~ (SO, 51). 

SegUn estudios realizados, tanto con sueros obtenidos de 

individuos sanos, como de sueros de pacientes con amibiasis 

(con titulas altos de anticuerpos anti-~. histolytic~) se 

observó en los sueros de los pacientes una actividad 

amebicida hacia las trofozoitos a través de la activación del 

complemento (42, 52). 

Khan y Meerovitch en 1968 empleando trofozoitos de ~ 

histolytica sonicados y liofilizados, obtuvieron bandas de 

precipitación tanto de sueros de pacientes, como con suero de 

conejo que contienen anticuerpos frente a ~ histolytica, 
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observando reacciones de identidad con antigenos de otras 

especies amibianas {25, 26). 

Krupp en 1977 mediante el empleo de pruebas inmunológicas con 

sueros de pacientes de diferentes regiones geográficas, 

identificó catorce antigenos en trofo::oitos de 

histolytica cultivados axénicamente (:30). 

Poco después, en 1978 Park.house y cols. demostrar::.n que los 

principales antigenos de membranas de ~ histolyt~ que son 

reconocidos por sueros de pacientes son de naturale=a 

glucoproteica (43). 

II.3.- Tipos de inmunid~d: 

Solo c:L1ando el parásito invade los tejidos se desencadena ·la 

respuesta inmune, que es de tipo humoral y celular. 

l<retsc:hmer, un experto en la materia, ha hecho var:ias 

contribuciones en esta área y publicó un extenso análisis del 

tema (29). 

II.3.1.- Inmunidad humoral: 

Esta es 1 a forma de respuesta inmune más conocida.• se 

caracteri=a por la producción de anticuerpos especificas en 

el suero del receptor estimulado antigénicamente (45). 

La respuesta humoral en la amibiasis intestinal se 

caracteri2a por la aparición de anticuerpos predominantemente 

de la clase IgG, una semana después de la aparición de los 
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primeros sintomas en aproximadamente el 71)~ de los casos 

(:;?:;). 

El estudio de las inmunoglobulina:. en el suero de los 

pacientes con amibisis, en tres regione~ endémicas, mostró 

que la IgG se encontraba elevada mientras que la IgA Y la lgM 

se encontrab~n dentro de los limites normales (1, 44). 

II.3.2.- Inmunidad~celul~r: 

Esta inmunidad no se manifiesta por la aparición de 

anticuerpos, de hecho no se ha logrado demostrar en forma 

definitiva l¿. presencia de sustancias q1.1e Jos caractericen a 

este tipo de inmunidad. E::i~ten ~videncias .j~ que h2.y 

inmunidad celular c:ontrCI. ll\ amibia~is en sujetos q1.1e han 

padecido la enfermedad. 

La importancia di? la inmunidad celular, también ha sido 

evaluada mediante la reacción de hiper·sensibilidad tardia. 

Para esto se han empleado como antigenos, extractos de amiba 

y fracciones parcialmente purificadas. 

Algunos investigadores han encontrado que la resp1.1esta de 

hipersensibilidad tardia especifi~a es negativa en la fase 

inicial del AHA y se recupera en dias subsecuentes a la 

curación ( ::7, 28 y 32). 

II.4.- Antigenos de superficie: 

Los antlgenos de superficie de trofozoltos de ~- histolytica 

son los primeros en ser reconocidos por el sistema inmune. 
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La existencia e importancia de estos ant1genos ha sido 

demostrada por la inmovili::aci6n de los t:rcfo::oitos por suer·o 

inmune (5, 6 1 11), unión del suero inmune fluorescein¿,do 

trofozoitos intacto.¡, (ti:!, 9, 12). y la lisis de tr-.-,fozoitos 

mediada por anticuerpos y c?mplemento (42, 52). 

Los antlgenos más empleados ha;;ta la fecha han sido, céluli\S 

complet,;i.~ y ~LIS homogeni;:ados, asi como fracciones solubles o 

partir:ularlas nbtenidc.s a partir de trofozoi-i:os (48). 

La mayaria de los estL1dios efectuados están relacionados con 

antigenos c:ap;.i.ces de producir respuesta inmune celular. 

A partir de la última década se iniciaron los estudios acerca 

de la natLirale::::a de estos ant.!..genos, 

varias proteinas de las fracciones 

histolytica (43~ 41~ ~3). 

nabién0oEe aislado 

de membr~na de S· 

En 198() Aley y col. empleando trofo::oitos de t;,. histolyt·ica 

cultivados a:-<ér.1camente desarrollaron una metodologia para el 

~islamiento de membrana ptdsmAtic:a, basado en unión 

especifica c:on r:oncavalanina A, que estab!liza la membrana, 

evita fragmentación y facilita sLt separación (4). 

Se obtuvieron estructuras del parásito y de las fracciones 

celulares aisladas, se determinaron sus propiedades quimicas 

y enzimáticas identificándose cuando menos 12 componentes 

glucoproteicos de membrana plasmática. 

En estudios previos se reporto el porcentaje promedio de 

proteinas de cada fraccion amibiana, separada par el método 

12 



de Aley asi· como el porcentaje en ·peso seco ( t~bla 1) y el 

conteni90 de a:úcar (tabla 2) en las mismas 1racciones (47). 

TABLA 11 

Porcentaje de las fracciones celulares de S· histolvtica 

obtenida por el método de Aley (47). Porcentaje de proteinas . 
y peso seco de 150 ~: 10 amibas: 

Proteinas Peso seco 
7. Y. 

Componentes solLlbles 61.0 62.(1 

Membranas in ternas 14.7 =e.o 
Membranas no vesic:L1lada5 16.8 7.2 

Membranas plasmáticas 2.6 2.4 

TABLA 2: 

Contenido de azúcares y proteinas de ~. histolytica: 

ÓÚ X 10' Amibas Azúcares Proteinas 

mg mg 

Componentes solubles 2.51 41.72 

Membranas internas 2.58 9.3 

Membranas no vesiculadas 3.33 12.6 

Membranas plasm.\ticas 0.24 2.2 
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En la actualidad la identificación y purificación de los 

antigenos de superficie se ha facilitado por el empleo de 

anticuerpos monoclonales. 

En 197~, Kohler y Milstein demostraron que clonas 

individuales de células que secf'etaban anticuerpo, pod1an ser 

cultivadas por- fusión de células c:on mieloma. Este hallazgo 

inició ~l estudio de los anticuerpos mor.oclonales que 

actualmente se utilizan en la obtención de anticuerpos 

homogéneos contra una gran variedad de ant1genos que se han 

usado como reactivos en muchas de las técnicas para la 

identif icaci6n de especies, serot:.ipos y variaciones 

antigénicas en diversos microorganismos (34). 

Agundis y col. (2) obtuvieran anticuerpos monoclonales contra 

glucoproteinas de membrana de ~· histolvtica. Encontraron 7 

hibridomas productores de anticuerpos monoclonales contra una 

g l ucoproteina y de estos, 3 reconocen también 

partir 

la 

de 

Se 

lipopeptidofosfoQlicana CLPFG), aislada a 

tro'fo;:oitos de E. histolytica cepa HK-9 N!H. 

caracterizó y probo que era reconocida por sueros de 

pacientes con absceso hepático amibiano ( 31). La LPFG se 

encuentra en la superficie de 

histolytica. 

Il.5.- Patogenia: 

los trofozoi tos de _É.!.. 

Se sabe que la forma infectante de ~. histolytica es el 

quiste, que puede permanecer viable por varios dias en las 

heces y sobrevivir en el suelo hasta 8 dias, con 
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temper~turas entre 28 y 34ºC y hasta un mes a 10°c., también 

permanece infectante en el agua y en la materi~ orgánica en 

general. La fuente de infección son los portadores que 

eliminan los quistes en forma ciclica, por periodos variables 

pero que en términos generales san de varios meses. 

Existen variaciones en cualqLlier infección por lo que 

re~pecta a la capacidad del inoculo y la resistencia del 

inoculado. Se han efectuado muchos e;~perimentos sobre las 

variacione~ en la p~tagenicidad de las cepas. Algunos 

autore~ creen qLte ciertas bacterias, favorecen la 

patogenicidad de la [..:_ histolytica. A este respecto, el 

e~perimento más notable fué el de Westphal (1937), el cual 

ingirió cápsulas qLle contenian quistes lavados de ~ 

histolyticas al cabo de dos dias aparecieron en las heces 

quistes y trofozoitos, sin que se presentaran s!ntomas de la 

enfermedad. Entonce<:. Westphal ingirión 50 ce de 1..1na 

suspensión de heces con amibas libres procedentes de un 

enfermo que presentaba disenteria amibiana~ y al cabo de 28 

dias tenia la disenteria amibiana tipica (8). 

La frecuencia de la infección amibiana medida por la 

presencia de qui$tes de [. histolytica en heces fecales y en 

base a las numerosas encuestas publicadas, arroja la cifra 

aproximada de 500 millones de individuos infectados en todo 

el mundo, con predominio en Asia, Africa, Centro y Sudamerica 

(54). 

En México, la información publicada seNala que la infección 
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amibiana se encuentra extend~da en todo el pais, en .forma 

independiente del clima, y que predomina en medios mal 

saneados y de bajo ni·vel socioecon6mico. La mAs amplia 

encuesta sobre invasión amibiana fué practicada en 1974 (22) 

y reveló que el 5.95'l. de los 19,442 sujetos estudiados tenia 

anticuerpos contra g. histolytica~ con mayor frecuencia 

entre los y 10 aNos de edad, excepto en areas de 

endemicidad elevada con frecuencias al tas también en el 

primer qL1inquenia de vida. 

El efecto patógeno parece ser ejercido por los trofozoitos, 

formados en el intestino a partir de los quistes que a su vez 

son la forma infectante del parágito; para producir sus efec

tos pat6genaG la amiba debe localizarse en los tejidos (8). 

La patogenicidad de la amibiasis se divide de la siguiente 

manera: 

1).- Amibiasis intestinal: Este tipo de amiabisis se divide 

en: Colitis amibiana aguda, colitis amibiana crónica y 

amibiasis asintomatica. 

2).- Amibiasis extraintestinal: Se divide en amibiasis 

pulmonar, amibiasis cerebral, amibiasis cutánea y amibiasis 

hepatica. 

- Amibiasis hep~tica: El higado constituye el lugar más 

frecuente de la amibiasis extraintestinal. La puerta de 

entrada más probable es la vena porta. Macrosc6picamente los 

abscesos pequeNos aparecen como zonas múltiples, sólidas, 

blancas. A medida que aumentan de tamaNo se licuan y la 
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cavidad se llena con la tipica "pasta de anchoas" o "salsa de 

chocolate 11
• Lo$ abscesos se localizan mas frecuentemente en 

el lóbulo derecho del higado, cerca de la cúpula. 

Microsc6picamente poseen un centro de material necrotico 

irreconocible, rodeado por una ;:ona de tejido hepático con 

necrosis parcial donde sobrevive la degenaraci6n ~ctiva. En 

esta zona se encuentran las amibas. El grado de infiltración 

inflamatoria depende del grado de contaminación bacteriana. 

Los abscesos pueden ser únicos o múltiples y en las paredes 

de éste •.:.e pueden locali:ar a las amibas en forma de 

trofozoltos. La amibiasis hep~.tica se presenta 

predominantemente en el sexo masculino. 

II.6.- Sintomatologia: 

En la amibiasis de tipo intestinal un extremo lo constituyen 

los portadores totalmente asintomáticos y el otro extremo las 

personas con diarrea sanguinolenta fulminante de aparición 

répida con acusada deshidratación en un paciente grave. En 

muchos ataques fulmi,nantes agudos debidos a la . infastacl.6n 

masiva de quistes, se presentan manifestaciones generales 

como fiebre,_ escalofrlos y leucoci tesis. Otras 

sintomatologias vagas e inespec:ificas son: diarrea, dolor 

poco intenso en el abdomen inferior, apetito variable, 

ligeras neuralgias, somnolencia, fatiga y depresión (8). 

En la amibiasis de tipo eHtraintestinal los sintomas dependen 

del lugar en donde se encuentra la lesión. Por ejemplo en la 
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amibiasis cutAnea se producen úlceras qL1e presentan una base 

gris sucia, de contornos irregulares y bordes colgantes. En 

la amibiasis de tipo pulmonar y cerebral los sintoma~ son: 

escalofrios, fiebre, dolores intensos y neuralgia. En la 

amibiasis hepAtica los sintomas son variables: Dolor intenso 

súbito, temperaturas irregulares remitentes, escalofr1os, 

sudores, menudo se observa enrrojecimiento de la cara y 

tacuicardia. 

II.7.- Diagnóstico: 

Los métodos de diagnóstico para identificar a las amibas son: 

a).- Amiba en fresco 

b) .- E~<Amen coproparasitosc6pico de las muestras fecale's 

e).- Cultivo de amibas in vitre 

d).- Diagnóstico serológico 

e).- Sigmoidoscopia 

f).- Inoculación en animales de laboratorio de materia fecal 

procedente del enfermo 

g).- Técnicas radiológicas 



III.- OBJETIVOS: 

III.1.- Objetivo general: 

Reconocer o identificar, por medio de sueros de pacientes 

con diagnostico de absceso hepb.tico amibiano, una 

glucoproteina de membrana de Entamoeba histolytic:a 

(aproximadamente 30-35 Kd). 

Ill.2.- Objetivos especificas: 

Itl.2.1.- Determinación por el método de ELISA de los titulas 

de anticuerpos frente a ~. histolytica en: 

a).- Sueros de pacientes con diagnóstico de absceso hepátlco 

atnibiano. 

b) • - Sueros de conejos an ti-GH 

e).- Liquido de ascitis de ratón (monoclonales). 

111.2.2.-Búsqueda por el método de ELISA, de las subclases de 

inmunoglobulinas presentes en el suero de pacientes con 

diagnóstico de absceso hepático amibiano e identificar cual 

de estas inmunoglobulinas retiene 

antigénica en dichos sueros. 

19 

mejor la actividad 



III.2.3.- Reconocer por el método de dobleinmunodifusi6n la 

presencia de antigenos de naturale:a glucoproteica de las 

membrana de ~ histolytica en sueros de pacientes con 

diagnóstico de absceso hepático amibi&no y sueros de conejo 

anti-GM y anti-LF'FG. 

ll I.2.'1.- Reconocer por el método de 

inmunoelectrotransferencia la presencia de antigenos de 

naturaleza glucoproteica de la~ membranas de~ histolytica 

en sueros de paciente~ con diagnóstic~ de absceso hepático 

amibiano y la fr.'.:cuencia. de 10<3 mismos. 

111.2.s.- Reconocer por el método de 

inmunoelectrotransferencia la presencia de antigenas de 

naturaleza glucoproteica de las membranas de Entamoeba 

histolvtica en :iueros de conejo anti-GM y .:.nti-LPFG. 

IIJ.2.6.- Reconocimiento por el método de 

inmunoele~tratransferencia de anticuerpos monoclonales 

(liquido de ascitis de ratón), en antigenos glucoprotéicos de 

membrana de Eni:.:imoeba histol vtir..:a, y comparación con el 

reconocimiento de sueros de pacientes con diagnóstico de 

absceso hepático amibiano y sueros de conejo hiperinmunes. 
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IV.- MATERIALES V METOD061 

IV.- MATERIALES: 

-Ul tracentr i fuga de 101)1.) a :o, 000 rpm 

-Centrifuga de 500 a 10,000 rpm 

-Balanza analítica de 1).f)(l a 100 g 

-Balanza analitica de a lOJOOO g 

-Agitador magnético con imán 

-Agitador magnético de rotación 

-Agitador eléctrico con regulador de temperatura 

-Incubadora con regulador de temper-atura 

-Campana de flujo laminar 

-Cuarto estéril con lu= ultravioleta 

-cuarto fria a -4ºC 

-Congelador -40ºC 

-Microscopio eléctrico con objetivos lf)K y 40~ 

-Espectofotómetro de 100 a 1000 nm con celdillas de vidrio 

-Lector de ELISA 490 nm 

-Autoclave 

-Calentador eléctrico con regulador de temperatura 

-Ba~o Maria eléctrico con regulador de temperatura 

-Peachlmetro 
\ 

-Equipo para dobleinmunodifusi6n (cámara húmeda, horadadores, 

placas· ~e vidrio, papel filtro) 

-Equipo para inmunoelectrotransferencia (cubas para la cámara 

de electroforésis y transferencia, fuente de poder de 

corriente constante, placas de vidrio de 10 82 mm, 

esp6njas, papel filtro, papeles de nitrocelulosa, separadores 
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o peines de un grosor de· 0.75 mm, base para las placas de 

vidrio, pinzas, soporte para electrotransferencia, sistema de 

agua refrigerante, electr~dos) 

-Homogeneizador de cristal Oounce de vástago delgado 

-Probetas graduadas de vidrio de 25, 50, 100. 500, 1000 Y. 

2f)00 ml 

-Botellas estériles de 50, 250, 1000 ml de poliestireno. 

-Mecheros 

-Jeringas de 1, 3, s, 10 y =o ml estériles 

-Jeringa Hamilton de 1 a 10 ul, 10 a !(J(I ul y 100 a 1000 Lll 

-Tubo~ de vidrio de 5, 10, 15 y 20 ml de vidrio 

-Tubou de plástico estériles de 1:. , 25 y 50 ml 

-Tubos de vidrio con tapón de rosca de 20 ml estériles 

-Tubas para ul tracen tri fLlga 

-Pipetas automáticas de 1 a 100 ul 

-Pipetas automáticas de 10 a 500 wl 

~·Pipetas automáticas de 101) a 1000 ul 

-Pipetas serol6gicas de 0.1, 1, 5, 10 y 20 ml 

-Pipetas serol6gicas e5tériles de 0.1, 1, 5, 10 y 20 ml 

-Pipetas Pasteur 

-Puntas de plástico para pipetas automátic~s 

-Matraces Erlenmayer de 10, 25, 50, 100, 501), 1000 y 2000 ml 

-Matraces Erlenmayer de rosca estériles de 150 ml 

-Matraces aforados de 50, 100, 501), 1000 y 2000 ml 

-Placas para ELISA de poliestireno fondo plano doble fondo, 

con 96 pozos 

-Placas de cultivo de poliestireno de 96 pozos fondo cóncavo 

estériles 



-Placas de cultivo de poliestireno fondo plano de 96 po=oa 

e~tériles 

-Cajas petri de plástico estériles 

-Vasos de precipitado de 10, 25, 250, 500, 1000 y 2000 ml 

-Embudos de vidrio pata larga y pata carta 

-Portaobjetos 

-Cubreobjetos 

-Placa~ de vidrio de 2~ x 75 mm 

-Papel filtro Whatman tt ederal tt4 

-Capilares sin anticoagulante 

-Viales estérile~ de 2 ml de poliestirer.o 

-Viales de poliestireno sin esterilizar de 2 ml 

-Algodón 

-Papel filtro grueso 

-Esponja 

-Gradillas 

-Gasas estériles 

-Guantes estériles 

-Cubrebocas estériles 

-Tijeras 

-Bisturi 

23 



IV.l.- CULTIVO AXENICO DE TROFOZOITOS: 

Se realizo el cutlivo axénico de trofo=oitos de 

histolytici'l cepeo. HMl; IMSS en medio TYJ-s-::;3 de acuerd'O a la 

metodologla descrita por 01amond (15,16): 

IV.1.1.- Preparación del medio de cultivo: 

-Lo5 constituyentes del meCio TYI-S-33 son: 

Tr ipti casa 21) g 

E>: tracto de levadura lOg 

Cloruro de sodio 10 g 

Glucosa 2g 

Fosfato de potasio monobAs!.co 

Fosfato de potasio dibasic~ 

Ac. L asc6rbico 0.2 g 

Cisteina monohidratada 1 g 

0.6 

Citrato amónico férrico 0.0:?28 g 

Agua destilada 870 ml 

Hidróxido de sodio 1 N 

g 

Disolver cada uno de los reactivos con el agua destilada~ 

ajustar e: pH a 6.8 con el hidróxido de sodio N. 

Esterili=ar a 121Jc durante 15 minutos. 

-Mezcla vi taminica comercial (Bio-rad): 30 ml. 

-Suero bovino comercial (Bio-rad): 150 ml 

PreparaciOn del medio de cultivo: 

-Se inactiva el suero bovino por calentamiento a 56 ºe 
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durante 30 minut·os. En condiciones de e:<trema esterilidad 

y usando una campana d"i! flujo laminar agregar al medio .151) ml 

de suero bovino inactivo y 30 ml de mezcla vitaminíca mezclar 

y verter aproximadamente 75 ml del medio en matraces 

Erlenmayer de !25 ml con tapón de rosca (previamente es

terilizados}. 

IV.1.2.- Siembra y cosecha de los trofozo!tos: 

-los tubos de cultivo de amibas que ~e encuentren en la fase 

logaritmica de su desarrollo sumergirlos dur~nte 5 minutos ~n 

un bal"ro de híelo, can lo et.tal se favorece el desprendimiento 

de los trofozo!tos de las parede~. 

-Centrifugar a 2,000 rpm duránte 10 minutos a 4:c. Eliminar 

el sobrenadante, procurando que quede ~nicamente 0.5 ml en el 

que se resuspende el paquete celular. Depositar. esta 

solución en el matraz con el medio de cultivo. 

-Mezclar suavemente. Incubar a 37 oc hasta la fase 

logaritmica de crecimiento de los trofozoitos, la cual se 

alcan~a entre 72 y 96 horas de incubación. 

-Sumergir los matraces de cultivo en un baNo de hielo por 5 

minutos. Concentrar las amibas mediante centrifugación a 

2,001) rpm durante 10 minutos a 4oc. 

-Desechar el sobrenadante y resLtspender el paquete amibiano 

en solución salina fisiologica (0.15 M), en PBS pH 7.2 para 

su lavado posterior, quedando finalmente en tris, cloruro de 

magnesio y una mezcla de inhibidores de proteasas. 
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1v.2.- SOLUBILIZACION DE PROTEINAS (Ref: 14, 33): 

IV.2.1.- Soluciones: 

-Amortiguador de rompimiento: 

Tris 50 mM 

Cloruro de potasio 50 mM 

Acetato de magnesio 5 mM 

P-hidroHimer-curibenzoato 1(1 mM 

Acido clorhidrico 1 N 

Tri t6n X-100 

Ag1Ja destilada 1 

-Disolver cada uno de los reactivo y ajustar a pH 7.6 con 

acido clorhidrico aforar a l 1. Tomar 11)0 ml de e=ta 

solución y agregar 200 ul de tritón X-100. 

IV.2.2.- Extracción de membranas: 

Resuspender el paquete de amibas en 2 a 3 ml de amortiguador 

de rompimiento. Homogeneizar y dejar en reposo toda la noche 

a -4 °c. 

-Centrifugar a 12,000 rpm durante 20 minutos a 4 o e 

resuspender el precipitado en un volumen igual de 

amortiguador de rompimiento y repetir el proceso dos veces a 

fin de e:<traer la mayor parte de las proteinas solubles. 

Almacenar las muestras a -2ooc. 
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IV.3.- DETERHINACION DE PROTEINAS POR EL METODO DE LOWRY 

(Ref. 36): 

IV.3.1.- Soluciones: 

a) Reactivo A proteina de referencia 1 mg/ml. 

-En este caso se utilizó como proteina estandar 10 mg de 

albúmina sérica bovina disuelta en 10 ml de solución S.S.F. 

al Q.85'l. 

b) El Reactivo B está formado por tres soluciones que se 

deben mezclar hasta el momento de utili2arse, ya que dicho 

reactivo es funcional por poco tiempo. 

-Tartrato doble de sodio y potasio: disolver 200 mg d"' 

tartrato de sodio y potasio en 10 ml de agua destilada. 

-Sulfato de cobre: disolver 100 mg de sulfato de cobre 

pentahidratado en 100 ml de agua destilada. 

-Carbonato de sodio al 2% en hidróxido de sodio 1 N.: 

Me:clar ml de.tartrato de sodio y potasio con ml de 

sulfato de cobre y aNadir 100 ml de carbonato de sodio. 

-Reactivo de Folin: mezclar 1 ml del reactivo comercial con 

2 ml de agua destilada. Prepararlo al momento de usarse. 

IV.3.2.- Curva de referencia: 
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-Preparar los tubos de ensaye por duplicado de la siguiente 

manerat 

No. del 
tubo: 2 3 s: 10 
---------- ----:---- -----:----:----:----:----:----:----:----
Prot. ug o: O 10 : 20l 30: so: 100: 150! 200: 250 
---------- ----:---- -----:----:----:----:----:----:----1----
St. ml. 01 O .01 : .02: .03: .05: .100: .1501 .200: .250 
---------- ----:---- -----:----:----:----:----:----:----:----
9.S.F. ml .400:.400 .390 l.38L">:.:no:.3SO:.::oo:.2so:.200:.1so 

1 ' • ' • 1 • 1 ----- --·-- ---·--·--·--·--·--·--·--

AN~d1r 2 ml del reactivo B. Dejar reposar 20 minutos a 

temperatura ambiente. Agregar a cada tubo 0.2 ml del 

reactivo de Folin. Mezclar y dejar reposar 30 minutos a 

temperatura ambiente, en la obscuridad. Medir 

espectofotométricamente lr.t absorbancia a 51)0 nm y graficar Jg 

de proteina contra densidad óptica CD.O). Determinar sobre 

la curva de calibraci6n los ug de proteina presente, en 

funci6n de su absorbancia. Calcular los ug de proteina/ml 

considerando el voly_men empleado en cada caso de la muestra 

problema. 

IV.4.- DETERMINAC!ON DE AZUCARES POR EL 
METODO FENOL-SULFURICO (Ref. 17): 

IV.4.1.- Soluciones: 

Azúcar de referencia 1 mg/ml 

Soluci6n acuosa de fenol al S'l. 

Acido sulfúrico concentrado 

Agua destilada 

28 -



IV.4.2.- Curva··de referencia: 

- ,' },:f·:: ·:·· ·,,, __ ,:~ .. ~~~ 
El estándar. diiúi~:#:L1;: '10:.:~~~ l\-~i~l:~,~ -~~::.1_~:.sig. manera: 

- -,~-~.--.~;:'/y::·:_-·::.---·- .... :'t~:":::>i~ 
-------s~~:..._ ___ ..:~-~--~--.:._:-______ .:::_-i...~.:;.-----------------------

ug_' '.S~:~ ~,':,},~~-: '::~. ·.Ui . .'3.~'~· : .... :-_ -~Fe,~81: r Ac. su1furic6J 

_,, __ .. 5i) 
_ .... 
,·., ,. 

·· 150 

, · · uF ml 

200 
. : ".""_-:-:---~~-:....-""'.:...: .:...::. _______ '.'"' ____ _.: __ :_ ________ : ---------------: 

t 100 100. 200 
:-...;:;:,; __ ,..,:;_ ____ ...;: :,.. ______________ : ------.-----: ---------------: 
: 150 50 200 

:------------:---------------:-----------:---------------: 
: 200 o 200 

:------------:---------------:-----------:---------------: 
El estándar sin diluir s~ utili=ó de la sig. manera: 

:------------:---------------:-----------:---------------: 
25 : 175 200 : 

:------------:-------------~-:-----------:---------------: 

El blanco fué el siguiente: 

:------------:---------------:-----------:---------------: : o 200 200 : 

El acido sL1lfurico se agrega lentamente. Se calientan todos 

los tubos a 100 ºe por 10 minutos y se leen en 

espec:tofotómetro a 491) nm. 

IV.4.3.- Muestra problema: 

Las muestras problemas se tratan de igual forma que las de 

referencia, y el valor de su absorbancia se interpola en la 

curva para determinar la cantidad de azocares. Calcular los 

ug de azúcar/mi con base en el volumen de muestra empleado. 
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IV.5.- OBTENCION DE LIQUIDO DE ASCITIS (Ref. 2): 

IV.5.1.- Soluciones; 

-Medio Dulbeco (DEM) suplementado con nutrientes: 

-Suero fetal bovino descomplementado a 56~C. 13'l. 

L. glL1tamina 1% 

Glicin~ 1).24 

Penicilina 1000 000 U 0.257. 

Gentamicina 0.18% 

2-mer c:aploetanol ü .1)50'l. 

Se agregan al DEM todos los nutrientes en condiciones de 

m#.l:<ima ester-ilidad utilizando una campana de flujo laminar. 

-Pristane comercial 

IV,5.2.- Material biológico: 

-Ratones hembras de la cepa BalB/c de 21) g e/u. 

-Células productoras de anticuerpos monoclonales contra-GM de 

las lineas =ce ,3H6 y 3G7. 

-Células de la linea murina Sp2/0. 

IV.5.3.- Procedimiento: 

-Las células productoras de anticuerpos monoclonales contra 

0M de las lineas 208, 3H6 y 3G7, fueron cultivados en 

30 



botellas de 50 y 80 cm con medio OEM suplementado hasta su 

fase logaritmica de crecimiento. 

-Las células fueron cosechadas, se mezclaron con prlstane e 

inocularon 1 10" células hibridas a ratones de la cepa 

BalB/c hembras 0.5 ml/ratón por via intraperitoneal. 

-Dos semanas después de la inoculación de las células se 

obtuvo el liquido de ascitis por punción peri toneal, cen

trifugando para clarificar la solución. 

-Se determinó el titulo de anticuerpos por el método de 

ELISA. 

IV.6.- OBTENCION DE ANTISUERO DE CONEJO (re1. 19): 

IV.ó.1.- Antigeno: 

Se emplearon GM resuspendidas en S.S.F. y emulsificados con 

adyuvante completo de Freud, a fin de aumentar su 

antigenicidad. 

IV.6.2.- Inmunización; 

Se inmuni:aron dos conejos cepa f"JL1eva Zelanda por vla 

subcutánea, cada semana durante un mes y posteriormente cada 

15 a 30 dias durante cuatro meses. En cada inoculaci6n se 

aplicó ml de la emulsión, conteniendo 1 mg de GM. 

IV.ó.3.- Suero: 

La sangre se obtuvo de la vena marginal de la oreja. Se dejO 
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reposar 2 hrs a temperatura.ambiente, se despredi6 el co~gulo 

y se mantuvo en refriger~ci6n para favorecer ~u contracción. 

Oespué'i, se separó el suero con pipeta Pasteur, se draposit6 

en viale'i con azida de sodio y se .:3ilm~cen6 a -4o0 c, hasta su 

uso. 

IV. 7.- DOBLE INMUNODIFUSION: (Ret. 20): 

IV.7.1.- Soluciones: 

-Agar o agarosa al Disolver perfectamente por 

calentamiento 1.5 g de agar en 100 ml de S.S.F. al 0.85'l.. 

A~adir azida de sodio o.01i. 

-Solución colorante: Disolver en 180 ml de etanol, 2 g de 

azul brillante de Coomas~ie af;'adir 40 ml de ácido acético y 

180 ml de agua. des ti 1 ada mezclar perfectamente y filtrar·~ 

-Solución decolorante: Mezclar perfectamente 180 ml de 

etanol, 40 ml de ác.i.do acético y 180 ml de agua destilada. 

JV.7.2.- Preparación de la placa: 

-Colocar placas de vidrio de 25 x 75 mm en una superficie 

plan.a y nivelada, y distr-ibuir en cada una 3. 5 ml de la 

solución al 1.5/. de agar caliente. Dejar solidificar. 

-Perforar en el gel el número de horadaciones necesarios de 

acuerdo a la cantidad de muestras. Llenar las horadaciones 
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c:cn les a~tigencs y antisueros, emplearido capilares 

diferentes. 

-Poner un papel filtro dentro de un~ caja de Petri y 

humedecerlo con agua destilada, para emplearla como cámara 

húmeda. Colocar cada placa dentro de una caja y mantener a 

temperatura ambiente. 

-Examinar periódicamente el desarrollo de las bandas de 

precipitación, y cuando este sea óptimo lavar la5 placas parg 

remover las protelnas no reacci'onantes, para lo cual, se 

coloca la placa en un recipiente con solución salina r),3 M, 

realizando varios cambios por un periodo de 2 dias y 

posteriormente se ponen en S.S.F. 0.15 M por otros= dias. 

-Colocar sobre el gel una pieza de papel filtro del mismo 

tama~o con perforaciones que coincidan con los pozos del gel. 

Dejar secar toda la noche a temperatura ambiente. 

-Remover el papel filtro y tef''tir durante 20 minutos .. 

-Eliminar el euceso de colorante transfiriendo las placas a 

un recipiente con solución decolorante. Cambiar 2 a 3 veces 

la solución por un periodo de 20 a 40 minutos. 

-Secar las placas con aire, en _posición vertical. 

IV.e.- T~CNICA DE ELISA: (Ref. 49): 

IV.8 .. 1.- Soluciones: 



-Amor~iguador de carbonatos pH 9.5: 

Carbonato de sodio 7.0 g 

Bicarbonato de sodio 2.8 g 

Agua destilada 1 l 

Disolver, ajustar el pH a 9.5 con hidrOMido de sodio y aforar 

a 1 1 con agua destilada. 

-PBS pH 7.4: 

Cloruro de sodio 0.15 M a.7 9 

Fosfato de sodio monobásico 2.7 g 

Fosfato dibásico de sodio 0.4 g 

Agua destilada 1 

Disolver todos los reactivos, ajustar el pH con hidróxido de 

sodio 1 M y aforar a 1 1 con agua destilada. 

-Solución de lavado: 

PBS pH 7.4 100 ml con Tween 20 O.lml 

-Solución bloqueadora PSS-leche 5%: 

PBS pH 7,4 100 ml 

Leche descremada 5 g 

Disolver perfectamente los dos reactivos. 

-Amortiguador de citratos pH 5.6 

Citrato de sodio 29 g 

Acido c1trico 4.1 g 

Agua destilada 1 l 

Disolver los reactivos en 200 ml de agua destilada ~ aJustar 

el pH a 5.6 con ácido clorhidrico M, aforar a 1 l. 

-Sustrato para peroxidasa (solución de revelado): 



o-fenilendiamina (OPD) 6 mg 

Buffer de citratos pH 5.6 12 ml 

F'er6xido de hidrógeno 51) ul 

Disolver perfectamente las reactivos. Prepararse esta 

solLtci6n en el momento de su uso. 

-Acido sulfúrico 2 N para detener la reacción. 

-Conjugado de anti-inmunoglobulinas humanas polivalente (lgA, 

IgG e IgM) comercial. 

-Conjugado de inmLinoglobulinas human.:'1$. anti-IgA, anti-!gG y 

anti-lgM. 

-Conjugado de inmunoglobulinas polivalente de 

(anti-IgA, anti-IgM y anti-IgG) comercial. 

-Conjugado de inmt.tnoglobulinas polivalente de 

(anti-IgA, anti-IgG y aAti-IgM) comercial. 

-Suero de pacientes con diagnóstico de absceso hepático 

conejo 

ratón 

-Sueros de conejo anti-GM y liquido de ascitis de ratón 

de las lineas 208, 3H6 y 3G7 (monoclonal). 

-Suero humano normal! suero de conejo normal, y células SP2 

que se utili%an como controles. 

IV.8.2.- Preparación de la placa de ELISA; 

El antigeno a utili=ar, en este caso GM 20 mg/ml se diluye en 

amortiguador de carbonatos pH 9.5 y se coloca en los po%Os de 
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la placa ( il)I) ul/pozo)·;··se_ incuba 1 hora a ::;7~c y toda la 

noc:he a 4°c. 

b) .-· Se lava la placa· con PE'S..:.tween al (l. l'l. de 4 a 8 veces. 

e).- Se bloquea la placa con ?BS-leche al 5'l., para e-vita1~ el 

desprendimiento del antigeno 2 hrs a 37ºC, 300 ul/pozo. 

d).- Se lava la placa de 4 a 8 veces con PBS-tween al 0.1%. 

e).- Se pone el orimer anticueroo (en este caso lo~ '3LIEr'OS de 

pac:iente5 con diagnóstico de AHA diluido5 1:50; suero de 

.::enejo anti-GM diluciones: 1:50, 1:10(1. 1:20(J. 1:4(10, 1:800i 

!.:1600, 1:321)0, :1 liq•~tidtl de ascitis de ratón (monoclonales) 

de las lineas 2DB. 3H6 y :::G7 con diluciones 1: 50, 1:100, 

1:200, 1:400, 1:800, 1:1600, 1:3200. Se colocan en cada po;:o 

100 ul y se incuban 1 1/2 hrs a 37°c. También se ponen los 

siguientes contr-ole~: suer-o humano normal dilución 1:101), 

suero de conejo normal dilución 1:100, y células SP2 dilución 

1:10. Todas estas diluciones se hicieron en PBS-leche. 

f).- Se lava la placa de 8 a 10 veces con PBS-tween al 0.17.. 

g) .- Se adiciona el segundo antic~erpo (en este caso 

conjugado polivalente anti-humano acoplado a peroxidasa en 

una dilución 1::?00, conjugado anti-conejo dilución 1:2000 .Y 

conjugado anti-ratón dilución 1:100~ las diluciones se 

hicieron en PBS-leche). Colocar 100 ul/pozo. Incubar 1 hr a 

37°c. 

h).- Lavar la placa de 4 a 8 veces con PBS-twaen al 0.1 h. 
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i) .- Artadir la solución de revelado COPO, perO>tido de 

hidrógeno y am.ortiguador de citratos pH 5.ó) 100 ul/pozo, 

incubar a temperatura ambienta 15 minutos al resgu.?.rdo de la 

lu:.. 

j).- Parar. la reacci6n utili=ando el Acido sulfúrico 2 N 

una gota por pozo. Leer a 490 nm utili=ando un lector de 

ELISA. 

IV.9.- INMUNOELECTROTRANSFERENC!A: (Ref. 19, 31, 34, 55): 

IV.9.1.- Soluciones: 

1) .- Solución Stock: 

a).-Acrilamida Bis (30% T- 2.ó'l. C) PAGE 

Acrilamida 30 g 

n'n metilenbisacrilamida Ó.8 g 

Agua destilada 10(1 ml 

Disolver en agua, llevar a 1')0 ml y filtrar en papel Whatman 

ttl ederal (#4) y mantener en la obscuridad a 4 °c. 

b).- Amortiguador de gel sep~rador: 1.5 M tris-HCl pH 8.8; 

Tris base 18.15 g 

HCl 1 M aproximadamente 49 ml 

Ajustar .a pH a.a con HCl 1 M y aforar a 100 ml con agua 

destilada. 

e).- Amortiguador de gel introductor: ~ris-HCl 0.5 M pH ó.8 

Tris base 3.0 g 

Agua destilada 50 ml 
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Ajustar a pH 6.8 con HCl' 1 M, llevar· a 50 ml con agua 

destilada. 

d).- 25 mi tris 0;125 H pH 6.8 

sos 2 g 

Glicerol 10 ml 

2-mercaptoetanol 250 ul 

Azul de bromofenol al 41. 0.1 ml 

A 25 ml de tris se le agrega el SOS, se Adicionan los demás· 

reactivos mezclándolos perfectamente. 

e).- Dodecil sulfato de sodio (SOS) al 10% 

505 10 g 

Agua destilada 100 ral 

Disolver y aforar a 100 ml con agua destilada. 

f).- Persulfato de amonio (APS) 10% 

APS 0.1 g 

Agua destilada 1.0 ml 

Se disuelve perfectamente el APS con el agua destilada. 

g).- Amortiguador de corrimiento 

Tris base 18 

Glicina 86.4 g 

505 6.0 

Ajustar a pH 8.3 y aforar a 6 lts can agua destilada. 

h).- Amortiguador de muestras s6fidas 

Tris pH 6.8 

sos 

12.5 mi 

1.0g 
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Glicerol 

2-mercaptoetanol 

Azul de bromofenol 

s.o ml 

2.5 ml 

o.os ml 

Disolver y mezclar perfectamente. 

i).- Rojo de Ponceau 6 R I.C 

Acido tricloroacético 7.5 g 

Rojo de Ponceau 500 mg 

Agua destilada 100 ml 

Disolver el acidc tricloroacético en 100 ml de agua destilada 

y agregar el roJo de Ponceau, mezclar hasta su completa 

disolución. 

j).- Solución fijadora: 

Metanol 400 ml 

Acido acético 70 ml 

Agua destilada 530 ml 

Mezclar perfectamente todas las soluciones. 

k).- Solución para teNir: 

Metano! 501. 454 ml 

Acido acético 46 ml 

Azul de Coomassie r-250 1.25 g 

Agitar 1 hora para disolver el .colorante y filtrar. 

1).- Solución desteNidora: 

Metano l 300 m 1 

Acido acético 70 ml 

Agua destilada 630 ml 

Mezclar perfectamente todas las soluciones y guardar en un 
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frasco color ámbar. 

11).- Amortiguador de transferencias: 

Metanol (20~) 20 ml 

Tris base (2:¡mM) 3.025 g 

Glicina (192mH) 14.4 g 

Agua destilada 800 ml 

me~cl~r todos los reactivos perfectamente. 

m).- Solución reveladora de transferencias: 

p-4-cliJro-al fa-nafthol 30 mg 

Metano! 10 ml 

PBS pH 7.4 51) ml 

Per6::ido de hidrógeno 30 ul. 

Disolver el P-4-cloro-alfa-naftol en el metano!, agregar el 

PBS ph 7.4 y el peróxido de hidrógeno, mezclar perfectamente. 

Preparar al mamen to de su Ll~o. 

n).- TEMED comercial. 

o).- Glicerol comercial. 

p).- 2-mercaptoetanol comercial. 

q).- Pesos moleculares comerciales. 

r).- Conjugado anti-humano polivalentes (lgA, IgM e lg6) 

comercial. Conjugado anti-conejo polivalente (lgA, IgG e 

lgH) comercial. Conjugado anti-ratón monoclonal IgG 

comercial. 

s).- Soluciones para la tinci6n de plata: 
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-Glutaráidehid~o (257.l al 10' 7. • 

Medir 41) ml de glutaral.d~hido y ! levar a 100 ml con agua 

deionizada. 

-Nitrato de plata: 

Colocar 1.4 ml de hidróxido de amonio en 21 ml de hidróxido 

de sodio (0.1 Nl; adicionar 4 ml (19.4'l.) de nitrato de plata, 

llevar a 100 ml con agua deionizada. 

-Revelado: 

Pesar 50 mg de ácido cltrico y disolverlo con agua 

deicnizada, aforar a 1 1, adicionar 500 ul de formaldehido. 

-Acido acético 14. 

t) .- Soluciones para la transferencia: 

-Amortiguador de transferencia pH 8.3 

Tris base 9.075 g 

Glicina 43.2 g 

Metano 1 600 m l 

Agua destilada 241)0 ml 

Disolver los reactivos en el metano! y agregar el agua 

destilada agitar hasta su completa disolución. 

-Solución de blo~ueo: PBS-leche al 5% 

PBS pH 7.4 100 mi 

Leche descremada 5 g 

Disolver la leche en el PBS. 

-Sustrato o solución de revelado: 
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p-4-cloro-l-na1thol ú.6 mg 

Metanol 2.0 ml 

PBS pH 7. 4 3ml 

PerOttido de hidrógeno (30%) SO ul 

Disolver el p-4-c:loro-1-na1thol con el metanol, tomar 1 ml de 

esta solución y agregar 3 ml de PBS pH 7.4 Adicionar el 

perO:-cido de hidl"'Ogeno. 

momento de usa f'Se. 

Esta solución se prepara en el 

-SolL1ción para tel'fir: 

Azul de Coomasc:;ie O. 05 g 

Isopropanol lOC.1 ml 

Disolver completamente el colorante en el isopropanol. 

-Solución decolorante: 

Isopropanol 1000 ml 

Acido acético 400 ml 

AgLta destilada 4600 ml 

Mezclar perfectamente todos los reactivos. 

IV.9.2.- PreparaciOn de las placas: 

-Lavar todo el material utili~ar perfectamente con 

detergente. Enjuagar con agu.3. corriente y luego c:on agLta 

destilada. Limpiar las placas de vidrio con metanol. 

-Colocar las placas de vidrio en su base y verificar que los 

bordes están perfectamente sellados. Las dimensiones de las 

placas utili:adas son de 10 x 8 :e 2 mm y los separadores 

tienen un grosor de 0.75 mm. 
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-Nivelar la base sobre una superficie plana. Aplicar el gol 

de separacibn entre las placas de vidrio, hasta una altL1ra de 

6.0 cm. En el espacio restante estratificar agua destilada 

para evitar que se deshidrate el gel y facilitar que 

. polimerice horizontalmente. Dejar reposar 30 minutos. 

-Eliminar el ~gua destilada y colocar el que formará 

los sitios de aplicación de mueGtra. Apl.Lcar el gel de 

introducción en el espacio libre entre el gel separador y el 

peine, hasta el limite superior de la-::: plac¿,$, 

polimeri:ar de 1~ a 30 minutos. 

Dejar 

-Retirar el peine y eliminar el exceso de acrilamida 

utili:.:i.ndo una aguja sin punta. Sellar perfectamente. Poner 

en la cámara de etectroforésis el amortiguador de corrimiento 

correspondiente a Ltnd tempera tura de 4 'C. 

IV.9.3.- Prepar<.\ci6n de ll\;; muestras: 

-Medir con jer·inga de Hamil ton 750 ul de GM que tienen una 

concentración de 4.0 mg\ml de proteinas y aNadir 375 ul de 

amortiguador para GM Mezclar, calentar 5 minutos y después 

agregnr 38 ul de 2-mercaptoetanol. 

25 ul/po"º· 

IV.9.4.- Electroforesis: 

Aplicar a la placa 

-Depositar amortiguador de corrimiento en la cámara inferior, 

colocar las placas, llenar con el amortiguador la parte 

superior de la cámara y colocar las muestras. 

-Conectar el sistema a una fuente de poder de corriente 
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constante, mantener a 200 volts y 63 mA/placa durante 2 hrs 

hasta que el frente del a:::ul de bromofenol, llegue a 5 mm por 

arriba del limite inferior del gel. 

-Una vez finalizado el corrimiento desconectar el sistema y 

separar las placas. 

!V.9.5.- Tinci6n protéica con azul de Coomassie y 

preservación del gel. 

-En un recipiente de tamal"ro adecuado colocar el gel y agregar 

solución fijadora cubriendolo completamente. Fijar 10 hrs. 

-Eliminar 1 a sol ui:ión fijadora y tratar el gel dL1rante Llna 

hr con la solución tef'tidora. 

-Eliminar el colorante y aplicar la solución destei'fidora. 

Reali:::ar los cambios necesarios para obtener la coloración y 

tran~parencia del ~el deseadas. 

IV.9.6.- TinciOn prot~ica con plata 

-Luego de corrimicmtc. el gel se- coloca en un recipiente 

completamente limpio y sin mancha~. Enseguida se prefija con 

metanol al 50 % y ácido acético al 10% por 30 minutos. 

-Lavar con una mP-:::cla de etanol al 5'l. y ácido acético al 7% 

con agitación (8 lavados de 15 minutos cada uno). Fijar c:on 

glutaraldehido al 10 'l.. durante 30 minutos. Enjuagar con 

bastante agua deionizada toda la noche o por 2 hr con 

agitación para eliminar el glutaraldehido. 

-Tef'lir con la solución de nitrato de plata de 10 a 15 minutos 
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apr-o:c imadamen te. Lavar- con agua deioni=ada por- 1 hora en 

agitaciOn, cambiando el agua (4 veces apro>:imadamente}. Se 

r-evela el gel con la solLtCión de ácido citrico. Una vez que 

aparecen las band~s se para la reacción con ácido acético al 

1~~. Lavar el gel durante 1. hora con 3 cambio'J con agua 

deionazada. 

IV.9.7.- Transferencia: 

-Se monta el soporte para electrotransferencia con una de las 

placas, en el la c;;e colrJc;.; un¿\ esponja ht'.ur.ed¿\ y sobre el la un 

papel filtro grLt?.sa del tc:imal'fo de la espo11j3. 

-Se retiran los geles de los vidrios con cuidado y se coloca 

el papel de nitrocelulosa (F'NC) de 8 >: 10 mm humedecido con 

amortig1..1ador de tr-ansferencia d1..1rante 1 horg. El FNC se 

m&ntuvo hasta su colocación en amortigu<=1dor de transferencia. 

-El gel de poliacrilamida se coloca encima del pape-1 filtro, 

enseguida se pone el F'NC sobre el gel de poliacrilamida y 

se marcan con l~pi::, las puntas de inicio del gel* Con la 

ayuda de una pipeta F'asteur humedecida con el amortiguc:'1dor de 

transf~rencia, se sacan las bur-bujas de aire y se quitan los 

pliegues que se hayan hecho entre el PNC y el gel. 

-Se pone otro papel filtro de iguales dimensiones que el 

primero asi como otra esponja humedecidos los dos con el 

amortiguador de transferencia. 

-Se monta el sistema sobre la cuba de electrotransferencia en 

donde ya se encuentra el amortiguador de transferencia. Se 
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conectan los electrodos con la fuente de poder de voltaJe 

constoante aplicando una corrien"te de 11)1) v y 91) mA!placa. Se 

transfiere la muestra durante 2 hrs y se mantiene cor. llr1 

sistem~ de agua refrigerante. 

-Cuando ha transcurrido el tiempo se retiran los PNC y se 

cortan P.n ':.ira.s. Los pesos moleculares se til"fen. 

-Una ve~ revelada la muestra~ se cortan los PNC~ se bloquean 

con PBS-leche al 5'l. toda la noche a 4°C, se lavan con 

PBS-tween al 4).!X dL\ra.nte 30 min•.ttos y PBS pH 7 .4 15 minutos, 

se mantienen en tubos con PBS pH 7.4 hasta el momento de su 

USQ. 

-Se :.eleccianan los PNC a usar y se incL1ban toda la r.oche 

templ?ratur"' ambiente con las siguientes muestras: 

1) .- SLteros de pacientes con AHA titulados previamente por ·ta 

técnica de Elisa en una dlluci6n 1!51). 

2) • - Suero humano normal : 1: 50 

3).- Suero de conejo anti- GM: 1:100 

4).- Anticuerpos monoclonales anti-GM de la clase 3G7 1:200 

5).- Suero de conejo anti-LPFG: 1:100 

Las diluciones de todas las muestras son en PBS-lec.he al 51... 

- Los PNC incubados se lavan con PBS-tween al 0.1% durante 40 

minutos y con PBS pH 7 .4 durante 20 minutos • 

- A los PNC lavados se les adiciona los siguientes conjugados 

diluidos en PBS-leche al 5%: 

1).- Suero de Pacientes con AHA y suero humano normal, 

46 



conjugado polivalente de inmunoglobulinas humanos diluidos 

11100. 

:?).-Suero de conejo anti GM y anti-LPFG~ conjugado de conejo 

polivalente diluido 1:200. 

3) .- Anticuerpos monoc:lonales 3G7, 

polivalente diluido 1 :200. 

conj Ligado de 

Se incuban 1 1/2 horas a 37 oc con agitación. 

ratón 

-Se lavan los pap~les de nitrocelulosa con PBS-tween al t),1%. 

duran ti? 4(> minL1tos y con PBS pH 7. 4 20 minutos. 

-Una vez l-3.vados, :e ci.dícionc.,n 5 ml de la solución reveladora 

a cada PNC, hasta la aparición de las bandas. Se lavan con 

ag1Ja destilada para eliminar el e:,r:eso de revelador. 

-Se secan los PNC a temperatura ambiente. 
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VI.- RESULTADOS 

V.1.- Contenido de azúcares y proteínas e:<tr:.idas de 

glucoproteinas de membranas totales de E.!_ histolytic:a de 

6000 x 10' trofo~o!tos.con un amortiquador de fuerza i6nica 

alta: 

:EHtractos Azúcares Proteinas : 

No. mg/ml mg/ml 

:---------------------------------------------------: 
2.3 4.0 

2 . 0.459 3.6 

3 0.140 2.l 

4 0.250 1.0 

Relación protelnas/carbohidratos: 

: Extractos Azúcares Proteinas Cantidad: 

No. mg/ml mg/ml mg/ml .: 

:----------------~------------------------------------------: 

2 

3 

4 

4.0 

3.6 

2.1 

l.O 

48 

2.3 1.739 
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v.2.- Resultados por la técnica de ELISA de 20 sueros de 

pacientes con diagnostico de absceso hep~tico amibiano en 

presencia de un conjugado policlonal de anti-inmunoglobulinas 

huma.nas ( IgA, IgG e IgM): 

Pacientes Resultados Control 

--------------- -------------------:-----------------: 
1.982 0.002 

2 1.982 0.001 

3 1.406 0.007 

4 1.680 0.()02 

5 2.000 0.(100 

6 1.108 0.006 

7 1.100 0.012 

8 l. 519 0.003 

9 1.230 

10 1.513 

ll 1.328 

12 1.120 
,, 

13 1.552 

14 1.960 

15 1.257 

16 1.093 

17 0.619 

18 1.293 

19 1.314 

20 1.293 
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V.3.- Resultados por la técnica de ELISA del análisis con GM 

de 20 ':Sueros de pacientes con diagnóstico de absceso hepático 

amibiano en presencia de conjugados de inmunoglobulinas 

humanas por"' separado: 

: Pacientes : An"ti-tgA Anti-IgG Anti-IgM contr"'ol : 
:-----------:------------:------------:----------- ---------: 

' ' ' ' 0.15(1 (>.811 0.290 0.005 

2 0.468 1.347 0.167 0.002 

3 0.130 1.25::! 0.240 0.004 

4 0.367 l.204 0.109 0.(107 

5 0.256 1.531 0.456 (J.0(12 

b 1).158 1.134 0.132 1).(1(1(1 

7 0.212 0.828 0.06(1 0.001 

8 0.419 (J.938 (t.162 0.011 

9 0.390 0.724 0.116 

10 (1.204 1.248 0.061 

11 0.180 1.016 0.132 

12 0.263 0.521 0.336 

13 0.204 l.300 0.052 

14 0.310 1.288 0.356 

15 0.367 0.757 0.133 

lb 0.149 Q.625 0.400 

17 o.167 0.310 0.142 

18 0.209 0.600 0.484 

19 0.315 o.712 0.287 

20 0.280 0.620 0.393 
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V.4.- Rm•ultados por la técnica. de ELISA d'I loa titulas de 

lo& su11roa de conejo anti-GM 11n diferentes di luciones 1 

: Diluciones : Suero # 1 Suero tt 2 : Control : 
: --------------: -------------- : ----------------------- : 

1150 l.0445 l.1600 0.002 

11100 l.0580 l.0630. 0.004 

11200 0.8820 o.9290 0.003 

11400 0.8340 0.6640 o.ooo 

11800 0.77.10 0.6420 0.003 

111600 0.4950 0.3920 o.ooo 

113200 0.2710 0.1950 0.001 

1 . .5 -.----------------------~ 

50 100 200 "ºº 800 16CO 3200 

- SUERO # , -1- sueqo " 2 1 
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V.5.-· Re•ultados por la t•cnica de ELISA de los titules de 

Uquidos d• ascitis 2DB, 3H6 y 3G7 (monoclonales) 

diferentes dilucionatu 

: Diluciones 209 : 3H6 : 3G7 : Control : 
: -------------: ------------: ----------- : ------------------. 

1150 0.417 0.309 0.394 0.003 

11100 0.399 0.192 0.247 0.002 

11:00 0.279 0.174 0.190 0.004 

11400 0.147 0.092 0.09b 0.002 

11900 O.Obb 0.031 0.029 0.001 

111600 0.035 0.015 0.012 0.001 

113200 0.021 0.005 0.007 o.ooo --------------- --------------------------------------------
Grifica 11 21 

c.e.

1 0.4 .............__ 
1 "' -......., 

\ 
\ \ 

\ \ 

o.~ \~ 
.~ 

e 1 

.;:, 
100 2CC 400 800 1600 3200 

[-206 -3Ho 
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V.6.- Resultados del reconocimiento a GM por la técnica de la 

dobleinmunodifuci6n en gel de agarosa en cuyos pozos se 

colocaron diferentes sueros y antisueros como se indica en 

la figura No. 1: 

,,,,...... 
A 

~i 
6 

··e;_}· 
>_7 .. 

Po20 central: GM 

( 1) Suero de paciente con diaqnóstico de AHA 

(2) Suero de conejo anl.:i-GM 

(3) Suero de paciente con diagnóstiro de AHA 

(4) Suero de conejo anti-GM 

(5) Suero de paciente con diagnóstico de AHA 

(6) Suero humano normal (7) Suero de conejo normal 

(8) Suero de conejo anti-LPFG 
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V.7.- Resultado de la electroforesis en gel de poliacrilamida 

de las GM con sus pesos moleculares figura No. 2: 
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V.6.- Reconocimiento por inmunoelectrotransferencia de las GM 

con los siguientes anticuerpos (figura No.3 y figura No.4): 

' .. · . 

)e .D. E. G H J 

A.- Pesos molecula.-es 

B.- Anticuerpos monoclonales contra ~ histolyticª de la 

clase 3G7 

c.- Suero de paciente con diagnóstico de AHA lll 

o.- Suero de paciente con diagnóstico de AHA 112 

E.- Suero de paciente con diagnóstico de AHA 113 

F.- Suero de paciente con diagnóstico de AHA 114 

G.- Suero de paciente con diagnóstico de AHA 115 

H.- Suero de conejo anti-GM. 

!.- SL1ero humano normal 

J.- Suero de conejo anti-LPFG. 
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A y B.- Pesos malei;ulares. 

C .. - Anticuerpos n1anoclonales contra E.._. t.li.!i:t.CJ_yt_icc=1. de la 

cld<;;e :.:;G7. 

D.- Suero de paciente con diagnóstico de AHA #6 .. 

E.- St:ero de rc1r:iPnte con r:lia.gn6stico de AHA U7 .. 

F.- Suero de pC\ciente con di."l.gn6~lico de AHA HB. 

G.- SL1e1-o de pr1ciente con diagnóstico de AHA H9. 

H.- Suero de paciente con diag116stico de AHA iHO. 

I.- Suero de conejo anti-GM 

J.- Suero hLtmano normal 

K.- SLtero de conejo an ti-LPFG 
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VI.- DISCUSION 

Previo a la e:.:tracciOn de GM totales (601)0 X !OS" trofozoitos 

de amibas) cultivadas a:<énicamente (paginas 28-30), fué 

necesario un lavado e:~haustivo de dichos trofozoi tos para 

eliminar los componentes del medio de cultivo que pudieran 

c:ontamj.n.ar la muestra. Debido a la insolubilidad de las GM 

en sistemas acuosos neutros, se empleó un amortiguador de 

fuerza iónica c..lta. También se necesitó emplear un inhibidor 

de prateasas (página 25) debido a la intensa actividad 

hidrolitica que presentan las GM, por lo tanto, se trabajó 

con e::trac:tos de GM con actividad hidrolitica inhibida. Una 

vez obtenidos los extractos de GM, se procedió a determin~r 

la concentración de las proteinas presentes en los mismos, 

utilizando el método de Lowry (pagina 27), que determina la 

concentración de la tirosina y el triptófano contenidos en 

las proteinas por el método calorimétrico. La determinación 

de azúcares contenidos en los extractos de GM, se realizó por 

el método calorimétrico fenol-sulfUrico (páginas 28, 29) ya 

que este método permite cuantificar azúcares totales y el 

contenido de a~úcar.es en glucoproteinas • Al efectuar la 

determinación de la concentración de azúcares y proteinas en 

las GM ·extraidas (según resultados de la página 48), se pudo 

observar una mayor concentración de proteinas en relación a 

la concentración de azúcares. Estudios previos a este (47), 

concuerdan con los resultados obtenidos en estaS 

determinaciones lo cual valida dichas determinaciones~ 
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El método de ELISA es una técnica de muy alta· sensibilidad y 

especificidad, siendo muy útil para demostrar ~ntigenos o 

anticuerpos presentes· a muy bajas concentraciones en diversos 

liquidas biológicos 49). E'.s por el lo que es capa: de 

detectar anticuerpos séricos en sueros de pa~ientes con 

diagnóstico de absceso hep~tico amibj.ano ( 49) Se 

analizaron 20 sueros de pacientes con diagnóstico de absceso 

hepático amibiano los cuales se adicionaron una placa 

previamente sensibili=ada con GM obtenidas como se mencionó 

ant:eriormente. Dichos SL1eros se incubaron postet·iormente, en 

un conjugado polivalente de ínmunoglobulína"-; humanas (IgA~ 

IgG e lgM), siendo el conjugado una anti-inmunoglobulinu a la 

cual se le peg.;. una en::imc,, en este caso la pero;ddasa, cuya 

función principal es retene'r la mayor parte de la actividad 

inmunit.::tria y enzim~tica. Los resulti\dos obtenidos indicaron 

QLte en 19 s\.teros se presentaron titulas mayores a 1, y solo 

Llno de estos sueros presento un ti tul o menor a l, con 

respecto a los controles de suero humano normal cuyos titules 

fueron de 0.000 a. 0.012. Estos resultados inJucen ci inferir 

un reconocimiento importante hacia las GM por parte de los 

sueros de pacientes con diagnóstico de absceso hepti.ti.co 

amibiano, siendo esto indicativo de la presencia de 

anticuerpos hacia las GM. La reacción antigeno-anticuerpo, 

es retenida püra su lectura posterior por la acción del 

conjugado polivalente, sin poder determinar, en esta fase del 

trabajo, si la retencibn antigénica es mediada cor mayor 

intensidad, por alguno de los componentes del conjugado 

polivalente, por lo que la siguiente etapa de este trabajo, 
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consistió en utili=ar una placa de ELISA previamente 

sensibilizada con GM~ incubada conlas sueros de los '20 

pacientes con diagnóstico de absceso hepático amibiano, 

af"fadiéndole posteriormente el conjL1gado par separado: IgA, 

.IgG e lgM. Se observo que en los 20 sueros incubados con el 

conjugado lgG, 5e encontraron titulas mayores a en 9 

pacientes, menores a 1 en 10 pacientes y solo uno de ellos 

presentó un titulo menor a O.S. En los sueros incubados con 

el conjugados IgA se encontraron titulas mayores a 0.3 en 7 

pac:ientr:os y titules menores a 0.3 en i3 pacientes. En los 

sueros incubados con el conjugado IgM se encontr.aron titulas 

mayores a 0.3 en 6 pacientes y titules menores a o.::; en 14 

pacientes. Los controles para dichos sueros presentaron 

titules de 0.011 a 0.01)0.EstO lleva a deducir que anticuerpos 

de la clase IgG se encuentran de manera predominante en 

dichos sueros (23), en comparación con los sueros incubados 

con los otros conjugados IgA e IgM. 

La gr~f ica #1 presenta los v.alores obtenidos por el método de 

EL ISA d.i.ferentes diluciones de anticuerpos séricos de 

conejos previamente inmunizados con GM, al ponerse en 

contacto con las GM en presencia de un conjugado poliv~lcnte 

de conejo (IgA, IgG e IgM). Dicha gráfica presenta. 

resultados positivos para GM con titules elevados aún en 

diluciones bajas con respecto a los controles que fueron de 

0.009 a 0.000. La gráfica #2 presenta los valores obtenidos 

por el método de ELISA, a di1erentes diluciones de Liquides 

de ascitis de r.atón (monoclonales), de las lineas 208, 3Hb y 

3G7, los cuales son anticuerpos contra GM (2). Los liquides 
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de ascitis de rat6n se pusieron en contacto con las GM en 

presencia de un conjugado polivalente de ra~ón (lgA, IgG e 

IgM). Esta gráfica presenta resultados positivos para GM con 

respecto a los controles los cuales fueron de 1).004 a 0.(JOO. 

Las dos gráficas indican que hay un reconocimiento importante 

hacia los anticuerpos séricos tanto de conejo como de ratón 

por p~rte de las GM. 

Siguiendo la misma linea de investigaciOn se procedió a 

preparar una placa semis6lida de gel de agarosa como se 

indica en la página 3J .• efect:uándo horadar:iones di<:ha 

placa de la siguie~te manera: una horadación central y 8 

horada.c:ioner:; peri féricci.s a esta, adicionando posteriormente 

con un capilar al po::o central GM, y a los po;:os periféricos, 

los sueros y antisueros descritos en la página 53. Una ve=. 

preparada la placa, se procedió a mantenerla en cámara hl'.1meda 

h~sta observar la formación de bandas de precipitación. ~as 

bandas manifestadas con gran intensidad correspondieron a los 

pozos que conten!an los sueros de conejo anti-GM, sueros de 

conejo anti-LPFG y de pacientes con diagnóstico de absceso 

hepático amibiano. Se observó que los controles, tanto del 

suero humano normal como el suero de conejo normal no 

formaron banda alguna. Estas bandas de precipi taci6n 

observadas en la placa, se forman al difundir el contenido 

del pozo central y de algunos pozos periféricos en el gel de 

agarosa, al ponerse en contacto los antisueros y ·las GM, 

desencadenando una reacción ant!geno-anticuerpo capaz de 

manifestarse en forma visual al formar un precipitado de 
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proteinas, p'r~p~o~. _dEf."una ·r.~·acciÓn antigénica. 

La técnica de la inmunoelectrotransferencia permite el 

análisis y separación de mezclas de prote!nas, siendo un 

excelente método que permite observar, de manera visual, por 

medio de la transferencia del gel de poliacrilamida al papel 

de nitrocelulosa PNC (página 37), las glucoproteinas 

presentes en las muestras a andlizar (19, 31, 34, 55). 

Este método permitió determinar el peso molecular, analizar 

las GM y adP.más probar el reconocimiento de los antic1.1erpos 

q1.1e se encuentran presentes en sueros de pacientes con 

di~gn6sti~o de absceso hepático amibiano, sueros de conejo 

anti-GM y anti-LPFG y, además, los anticuerpos monoclonales 

(liquido de ascitis de ratón).· En la figura 2 de la página 

54 se observa en el gel de poliac:rilamida, las bandas 

correspondientes a las glucoproteinas presentes en las GM asi 

como el peso molecular, las cuales posteriormente, son 

transferidas al PNC para luego ponerse en contacto con los 

sut:?ros antisueros que se van a analizar. Como puede 

ob'.lervarse en las figuras # 3 y # 4 de las páginas 55 y 56, 

los resultados obtenidos por este método, muestran a los 

anticuerpos monoclonales que se encuentran en una única banda 

de peso molecular que oscila en un rango de 30-35 Kd, 

mientras que los sueros de pacientes con diagnostico de 

absceso hepático amibiano se manifiestan en diversas bandas, 

pero reconocen en forma especial, la misma banda (30-35 Kd) 

que reconocen los anticuerpos monoclonales, como quedó 

demostrado en las figuras 3 y 4 de las páginas 55 y 56, a 
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di1erencia de los sueros de conejo anti-GM y anti-LPFG, que 

aLin cuando de observó la presencia de varias candas en su 

aná!isis inmunoelectroforético, no presentan reconocimiento 

especial hacia banda alc;1.1na. 
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VII.- CONCLUSIONES: 

La amibiasis intestinal y extraintestinal~ continua siendo un 

problema de salud pública a nivel mundial~ es por esto, que 

las investigaciones a la bi:Jsqueda de nuevos elementos para su 

mejor comprensión, diagnóstica y tratamiento, ccntinuan 

$iendo de utilidad, especialmente si estos conocimientos 

conllevan ;1 elaborar tratamientos tendientes a erradicar esta. 

patologia. 

Este trabajo en sus primera!:. etapas, logró demostrar la 

pr-esencie. de Ltna respuesta inmune de gran intensidad h;;:.cia 

las GM por parte de pacientes con diagnóstico de absceso 

hepático amibiano, asi como de los sueros de ratones y 

conejos previamente inmuni=ados con GM, la cual fué evaluada 

a través de los métodos y resultados anteriromente descritos. 

Las bandas formadas en los métodos de inmunodifusiOn e 

inmunoelectrotransferencia nos hablan, por una parte, de una 

reacción antigeno-anticuerpo y por la otra, de la intensidad 

de la reacciOn inmune, la cual estara en relación directa con 

la manifestación visual del tama~o de dichas bandas •. En este 

mismo marco conceptual, po~emos 

antlgeno-anticuerpo, manifestadas 

obtenidos por la técnica de ELISA. 

evaluar 

por los 

Estos 

las reacciones 

alto titules 

resultados nos 

hablan del reconocimiento importante de los sueros tanto de 

pacientes con diagnóstico de absceso hepático amibiano como 

de conejos y ratones inmunizados hacia las GM. 
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El resultado obtenido por el método de la 

inmuncelectrotransferencia es de gran importancia, ya que la 

identificación de la banda de un peso molecular apro>:imado 

30-35 Kd, es un evento que tiene lugar al ponerse en contacto 

los anticuerpos monoclonales con los antigenos de GM, dando 

como resultado esta banda, misma que también en forma 

especial reconocen los sueros de los pacientes con 

diagnóstico de absceso hepático amibiano, al darse la misma 

reacción inmunológic.:. y que puede proveer de bases para la 

purificación de dicha banda que permita el desarrollo de 

nuevas técnicas de diagn6stico y lleve a obtener L1na 

respuesta inmune y, de esta manera, en un futuro próximo a la 

elaboración de una vacuna. 
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