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INTRODUCCION 

Es un hecho bieri conocido que- en México la am1tiasis __ fre.::uente 

y que representa. un problema prioritario de salud. La irdorma

ción publicada setí.3.la qlle la infección <.:e (>ncuentra di<.:tr1buida 

por todo el pai;., en forma indep;;.nd1t:-ntt? del el ima, y que presen-

ta una mayor 1nc1denc1;. en los medios mal s~r1eadc·: v de bajo ni

vel socioeconómico (9;. 

Los estud¡O$ epidem1ol6gicos setal~n a nuestro pais corno una de 

las arc·as de rnaYor 1ncidenc1a de a1nibias1s e:draintest1nal y 

especfficamente de abs~esa hepitico amibiano <9>. 

La detecc1¿n sero16gica de anticuerpos ~nttamiba es de gran uti

l 1dad en el diagnóstico de la amibiasis e>:traintestinal <10) y 

.aunque existen diversas técnicas para .ello, con una .alta sens.ibi-

1 idad ,, específi idad como ELISA >' CIEF, esto.s son laboriosa5 y de 

alto costo. Por esto se plantea la necesidad dt? ut1l 1zar una 

técnica sencilla y ra'pida en !':.U í.'Jecuc1on a 1;r1 bajo costo, corno 

lo es la te'cnica de aglutinación de partículas de l~tex, que es 

especialmente Útil cuando se requiere tornar una de-cisión ter·a.

peÚtica urgente corno en e\ caso de una arnibiasis extraintestinal 

fulmin3.nt~. 

El uso d·:-- 1 ¡ t~cnica de aglutinación de 1?..ter, para el diagnóstico 

de la amibiasis invasora fue publicado por primera ve-z en 197ú 

por Mor·ris .,. cols. tl9 1 :20,21) y el f:'quipo d1agn6stico de dicha 

técnica, fabricado en el extranjero, dejci de ser importado en 

nuestro pals, por lo que se ha pensado que este trabajo aport~ 

una al to?rnat•va p.a.ra \a preparación de loo;; reactivos de dicha 

técnica en nuestro país para ser utilizados en nuestros laborato

rios de diagnóstico. 
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OBJETIVOS 

Investigar los procesos para 1a elaboración de los reactivos 

utilizados en la técnica de aglutinación de partículas de lá

tex para la de-tección de anticuerpos antiamib.:., Útil en el 

díagnÓstlco de la amibiasis e-xtra.inte-stinal. 

- Valorar y comparar la técnica de aglutinación de látex para. la 

detección de anticuerpos anti amiba con respecto a otra t~cnica 

inmunológica <HAI) 1 así como su posible 1mple-rrientaciÓn en labo

ratorios de rutina, como una prueba auxiliar fon el diagnóstico 

de Ja amib1as1s invasora. 



1 • GENERAL! DADES 

A. AM!BIASIS. ASPECTOS GENERALES 

A.! Epidemiologia 

La amibiasis •s 1 nfecc i ón parasi t3'.r·1 a di~tr-ibuida 

prácticamente en todos los p3.ises del mundo. Se estima que en 

1984 aproximadamente 500 mi 11 on~s de persc•nas estaban infectadas 

por E. h1stolytica C29j, 

En M~xico la amibiasis constf tu~·e un problema prior¡t3r10 de 

salud v se ha visto que se encuentra e<tendida por todo el pafs, 

en -forma indepf'ndient.;> del el ima y ·~u·:- predomir1; t?n los. medí,:>;: 

mal saneados y de baJo nivel socio~conóm1co (9), En nuestro 

pafs la frecuencia en la apar1c1ón de qurstes de E. h1stolytjca 

en heces ~·a de~de ha 5 ta 55. 5 % ( 9) , si en d..:. e: t:.. •J ar 1 ac i ón de-

b1d.3. a factor.:-s como Ja toma de mue$tra.s no r'='pr.::·se-nt~.t1•,1:.:;, Ja;:. 

def1cren•:1as en la-: di\Jt?rsa<E-. técnic_¿,3 p:tr:;.sito~cóp1•:.3<E ut1li-

zadc-s, y~ 1& fal te1 d€· capacid::od del t-Jec1Jtante-. 

En diuer·sos e-=tud1os realizados se ha observado qu•"? er. 1nd1vi-

duos con di :-r·reB. aguda., dPl 1-2 ::;; es tan infectados con E. hi sto-

1 yt i ca (9), 

L-:,c; comrl ir:::.·:-ionl':'<:= dF- l¿.; o.mibia.<:1-::. intestinal. como el absceso 

hepático amibiano se dP.sar·rolla en menos de·! 5 :-; de lo~ casos 

de ~mibías1s intestinal (8), 

A.2 Etiología 

En l?'l sentido estr1·:to, <?l término amibt~~is se def1n1? como la 

condict6n de ~lbergar a alguna de las especies de amiba~, como 

son: Endol imax nana, 
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1 __ 1_!., 01entamoeba fr·ªgi 1 i-; Y Entamoeba histolytii:a, Dt- estas, 

solo las am1bas de vida libre /las dos Últimas son de 1mpor-

tanc1a, /3 que -:on capaces de- cau:zar patologia er. el hombre. 

Sin embargo en 13. práctica se emplea e-1 termino arriibias1s, para 

designar el estado dt- par·,;.s1 tos-1;=, caus~do por Ent.amo.:-ba histoly-

~con o sin manifestaciones el Ín1cas. 

A.3 Aspectos biolÓ91cos 

El ciclo de vida de Entamot>ba hist-9lxtj!;...¿\ es compar3tivamente 

;;imple, comienza con la ing>0>stión de qu1stt-s prov€-n1entes de las 

heces de algún indio..•id•Jo infectado. Estos quistes pueú.:-ri tr?.n.,;;-

mi tir-se por contacto dirticto con manos i::ontarritn3das (infección 

ano-m~no-boca), al •mentas y agua contaminados o por vector·es 

Una v~z ing~r idos. los quistes pasan al estómago ;;-ri donde por 

aC•: 1 Ón del JlJgo gástrico la pared quíst1ca e! d~gradada. 

pM·cialmente, po:Steriormente, los quistes llegan :<.1 inté'stino 

delg.adc· in.fer·ior en dond~ di:- ca.da ur10 surge una amiba que con-

tiene los cuati-o nuc\eos. quÍst.icos, y de estos por div1s1ón 

citop1asm3t1ca sutgt"r, oc:ho t:rofozoitos, los cuales cont1nu::ir1 

por el intestino hasta. el áre.3 ~"'cal o a. un nivi;.\ m;: ba_10 del 

\nt~$t1no grueso, en donde se reproducen por f isidn bin!ria 

trans1Jersa para dar ur1 numero de tr·ofozc.i tos .:apaco::s de colon i :ar 

cualquier por;; 1 Ór1 .Je 1 in 1. es t in o 
.. 

gru-:::.o <.ger1eralmente la porc1on 

cecal y rectosigmoi de--: ' So? debe ten.:-r pr·esente que e\ esta.bit'-

cimiento de la amiba er1 el epitelio intestinal depende de 

diversos factores tanto de-\ parásito como del hu~sped, algunos 
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aun no establecidos. Lo~ trofozoítos en este punto pueden seguir 

dos caminos: 1) establecer~e en el intestino 2:0 ~er arrastr:..dos 

al exterior con la ma-ter1& fec"'l. En esta 1;lt1ma s1 la sal ida no 

es muy rápida primero pasan por iJn estado pr·equístico y aparecc-n 

en las heces como quistes, comple-ta.nd·:i así el ciclo biológico, 

Se ha visto que la gran ma,·orfa d~ las persorias infectadas por 

amiba, no muestran signos el Ínicos <as1ntom;t1cos>. 

L-14 razón d~ est~ ~1ar1ac1Ór-1 '?n la suscE"pt1tJ11 idad no se ha escla

recido todav1a. Se h~ pensado que tad~s las espec¡es de[. h1slo

lytica son potencialmente pat¿genas y mediante algun estfmulo no 

conocido 1 se convierten de su estado comensal a verdaderos par~si

to~ hÍst1cos. 

Otra idE"& al ternat1va su91.,.r.;o que la uirule-ncia €'$una prop1e-dad 

intrínseca del p~r~$r~o. 

La v1rulenc1a de la ~mio~ se ha relacionado con patrones rso

enzim;tic~s lzimodemo~· car&cter1zados en diferentes cepas patci

genas Y no patógenas, .:..:-.Í como por su capacidad de fagocitar eri

trocitos, con su asocr3c1cin con ciertas bacterlas y con la carga 

negativa presente en la superficie de lo~ trofozoitos '3). 

cadas en la in1.•.asiÓn tisul:t.r 1nclU>'en : <;;:ecrc·ciór, de <;,>n:irnJ<-:, c1-

totoxinas y mecanismos ci tal ít:icos ccintacto-de-perid1ente~ <23 1 3). 

A.4 Patogénesis 

La gran mayoría de lo~. 1ndi~·1duos inf.:ictados por amiba son eli

minadores asintomático.,;. de q1J1·:tes <mas de-1 9S:.'.~" 

El periÓdo de- 1nc1Jbi:..ción do:spue's de la 1ngest1Ón de quist.,;.s es 

generalmente de una a cuatro semana~, pero puede ser de me~es. 
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La p~tolo9Ía inte:;tin~l de la amibiasis so: observ:.. ma,;. "Ccmunm-?r1-

tE' en el irea cecal '/ rei::to'5igmoide-s, pero puede ocurrir le-::ior1e:; 

en cualquier porción di:ol int.::oslino gr-ueso. Estas lesione-:; son 

producidas pc0 r la diE>?minaciÓn de la.s amiba.s a travé:: d~ 13 p:,red 

in to¿.~ t 1 na\ • 

L.a inf~cc1.:Ín intestinal aguda ~e car.acter1za por la pr·t?sent~-

c1o'n d~ d1arr.:-as muco-sangu1nol1enta; (d1~ent.?r1cas>, pu~10, t~

ne-:rr·o :.,.. dolor abdominal, 

Algunos pacientes presentan dlarreas leves y dolor abdominal 1 

~.In 1t>SÍQOl?S JOto?Stina.leS dE'ITIOStrableS por sigmoidO:;•:OpÍ~ (CC•l r

t 1 s no d 1 5e n té r 1 e a) • 

En l;;i col (tis 3m1b1ana puede encontrar-<:e hE-pa.tom~gal 1.a dolo1~o':a 

sin que ha;..'a datos de tnfecc1Ón del hígado, Se p1>?nsa que dicho 

crec1m1ento del t1Íg21do es una ri:?spuest~ tóxica a la 1nte.-cc1Ón 1ri-

t ~ s t 1 na l ( 30) • 

Er1 case.-: cror11cc..; 1 SI? puedi?n obser·vetr \>?sione·; o;iranulomatosa.;;; (a.

meborna.<::) qut< ::,ettieJan carcinoma: del cÓlon. 

L,:,s compl1cac1•:rr1e-:;. de 13 ~m1b1.:;.si:; intestinal ocur·r-e en c,pro;.,.1-

madam+::-nte el 1-~¡·: de los ca.sos,>' l;:, más cofnÚn es la p~rfora.ciÓn 

de 13 ca•Jid~d per1toneal (pro·.:c.c.:>.ndc:i ¡:-.:-ritonÍtis a.gudaJ (8:r. 

O.i:sde la p:o.rE>d intestinal, l.:i.s amiba.5 ptJt?di?n entr:;r en ve'nul-=-.s 

portal e~ o menos c0m1Jnment~ en l inf~ticos y ser llevad~~ a otras 

p:,.rtes del cuerpc,, geni:ra.lmente al hígado .:so·/. dt< lo:;; ·:a.::r;i·;.', 

3..Unque también se ~·uede .j1~c-min';r ~ c•tros Órganos como ~utmones 1 

cert-bro, rlÍ1onE-:i., corazón e incluso::. ~iel. 

L~ am1biasis extre<.inte~tinal st- pre~.::nt; ('n má-:: dE"I 50¡; do? los 

casos >?n 1ndiv1duos sin c,.ntecedente-s el fn1cos d.: am1b1asi ~ 1n1.i.l--
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sora (8). 

8. ANTIGENOS AMlBlANOS 

Los homogenados )' e,,:tractos deo amibas completa.s son las pr-ep¿¡..r·a

cione~ más fro?.:uentemer1te uti l i:adas para serc·d1agnóstico y estu

dios de 1nmun1zac1cin contra ~miba. La complejid~d de estas prepa

racic·nes se ha demostrado por 1nmunoelectroforesis bidimensional, 

en 1::. que se h~n obser•n1do:i 32 b3.nda::: de precipitacié.r1. Se ha • . .ois

to tamble'n que Jos antígenos i:•resentes en e~tos prepa.r~do~ tie~· 

nen un pe50 molecular que vcr(a de 9000 a 150 000 Oalton:: \l). 

la presenciad~· antígerics er1 le,. ;up>?r-fic1~ de- J.::i. amiba se ha 

demostrado por I~ 1nter~cc1ón de estos con sueros inmunes m~rca-

dos, mediante la l 1;;.1-;; por curn~·~·~·rnentc• de trofozoítos mediada por 

ant1c1Jerpos >' otrO'S técr11cas, pero existt: Ta duda. de si t>S-tos :..n

tígenos son producido·::. r··Jr la arniba o si son componentes del :.ue

ro y medio ut1 l izado!: er1 :;:u •:ul tivo, qu".:' se adhieren en su s1Jpe-r-

que son ·:.::-.p;ct.·:: cJ.::;. tnducir un? respue~ta tnmtJr\11' h•Jmorb.l 

C28-,, Se han 1de-nt.1tic.<;do alr~dedor de doc€' gl icoproteinas er. 

fraccione-s de membranas ptasmit1cas con una compos1c16n qu{mica 

rttuy comple.ia, y ur1 gl 1co.:ál ix cu¡o papel en la inducción de la 

respuesta inmune no es muy clara Cl,3). 

Se h:'! encontrado tambien una l 1p1dopéptidofosfo9l icana. 1 .,. e-n 

anima.fe-:; de IJJ.bora.tor 10 se har1 det-:-ctado ant1cut.•rpu::. de 13 clase 

lgA contra esta molécula. 

Algunos estudios demu·:.>'E::tran que el número de anttg.;-nos, e\ ni•1el 

de antigenicidad y la capacidad inmunog~nica es matar en frac

cione-;:. vesiculares ci top1asniáticas que en tra..:c1ones de rtternbra

nas plasm~ticas, por lo tanto el mayor estfmuto para la produc-
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e i Ón de anti cuer·pos por e 1 huésped sera" dado por los i nmunógenos 

intracelulares ma~ que por antrgenos presentes en la superf¡cie 

de los trofozoítos intactos. La baJ~ 1nmunogen1cidad de las i\mi

bas vivas puede ser responsabl.:- de la incapz.c1d~d di=:ol hué;:.ped en 

la prevención de la invasión por el parásito <J.i. 

La obtención de antígenos amib1ano5 ha sido po~tble gracias a que 

se ha podido C•Jltiv:i.r al pa.rá~1to "in vitr·o", con lo cu21l se ob

tieno? un:. cant.1dad de amibas consider:i.ble para ser utilizad?.s en 

prueb&s serod1agn6sticas, estudios de la respuesta inmune etc. 

E. h1stolytica -se ha culti1..1ado "1n vitre" '-,n una. variedad de me-

dios de cultivo comple-jos. lnicialment•? se ut1l1zar-on medio-:- mo

noxenicos (con una especie de b~cteria u otro protozoario). po~

teriorrnente <::e desarr-ol lÓ un medio ax~nico (J ibre de otros micro

organismos) el cual fac11 i tó" ampl 1amentE- los estudio~ bioquímicos 

patolÓgrcos e 1nmunológicos de la amiba, pe-ro con la de<:lJ~ntaja 

de la p.érdida di: la caoacidad de enqu1starniento y d1srninuc1•:•ri de 

la virulencia de las amiba: cult1·~·adas <28,3,4). 

El medio axénico utilizado es muy complejo Y esta consti tuído 

principalmeni.:t- de sales minerales, tr·iptosa, tr·ipticasa, e·.: trac

to de levadura, suero bovino, vitaminas y antibióticos {4), 

C. RESPUESTA INMUNE A AMT!GEl<OS Al1!8!HN0S 

En la am1b1as1-s corno en cualquier otra 1r,fección, par·t1cipan fe

n6menos de inmunidad humor·al, inmunida.d celular Y mecanismo:. 

inespecfficos de resistencia a la infecci6n. 

De acuerdo a estudios seroe-pidemiológicos el 81-100% d.: los pa

cientes con amibiasis invasiva desarrollan anticuerpos circulan

tes especfficos contra amiba (24>.Estos anticuerpos son pr1nci-
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pa.lmente de la clase IgG aunque tambíén se encuentran presentes 

inmunoglobul inas M. SE- ha visto que la. inmunoglobul ina A tambie"n 

se encuentra elevada aunque en proporcidn menor que las dos ante

riores <25>. 

Algunos estudios "in v1tro"rev~lan que las amibas tienen la capa

cidad de ingerir anticuerpos, asi corno la de 1 iberar anticuerpos 

pegados al parásito; e-stos estudios sugieren un mecanismo por el 

cual Ja amiba puede escapar a la respui::>sta inmune humoral del 

hutisped. Por lo anterior, la respuesta dl' anticuerpos no paree(> 

ser efectiv~ controlando o protegiendo contra la invasividad del 

parásito (24). 

Sin embargo, los sueros de pacientes con altos títiJ!os de anti

cuerpos ant1-an.iba sori amt-bic1da::: a lra'.1ios de la acli<.Jac1Ón del 

compleme-nto ya sea por la vla cla'sica o la v(a alhH·na. 

En algunos estudios se obser•iÓ que las cepas de .:imina. no pató

genas <caracteriza.das por· patrones isoe-nz1máticos) fueron sus

ceptibles a la 1 ísis por complemento, mientras que las cepas pa

togenas <9 de 11) fueron res1st~ntes a la lisis med1<'.dn por el 

complemer1to. De lo anterior se cono::luye que lo-; me-can1smos humo

rales de resistencia a la 1nvas1vidad del parás1 to son directa

mente importantes por la v:a del complemento <24). 

Guerrant demostró que las cepas patogeni\s de E. histolytica tie

nen la capacidad d& destruir neulr¿filos mt·diantE un mecanismo 

contacto-dependiente sin perder su viabi 1 idad, mientras que los 

neutrdfilo~ destruyen a las cepas de amibas menos virulentas. 

Además de eliminar un importante mecanismo de defensa del hués

ped, la lisis de neutro'filos por amibas patógenas provoca la 
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liberación de enzimas tóxicas de los neutrÓfilos, las cuale:; 

contribuyen a la necrosis de tejidos en la amibiasis invasora. 

Los e~tud1os u¡n v1tr·o"c.:in celulas sanguíneas han dado e-videncia 

de l:i. participación de los mecanismos inmunes celula.rE<s contra 

E. ~. i ~ to 1 r ti e a ~ 24 > • 

Recrentemente se ha d.;-scrito la interacción in vitro de le>ucoci

tos humanos de Individuo:. r.o infectados <:on trotozo(to-:= de ami

bas virulenta-:, Y se observó qu!+ E-Sta~ matato2n c.?lula.s mc.nonu

cleares de sar1°;¡re periférica y linfocito~ "?,In obser·vaciÓn ~paren

te de Ja ptrdida .je •Ji¿.,b1lidad dt- los trofozoítos. 

Se ha visto tambi¡n que los m~cr~fagos activados son capaces de 

destruir 

contacto di:-pend1ent12 1r1d1cado por examen mio::ros•:Óp1co, an,{l 1s1s 

cin;tico )'estudios de adherencia <24'. 

En un estudio hecho por Sal ata, las amibas fueron destruidas por 

linfocitos de paciente~ cur0o.dos dt;- ~b::.ce.:o hepitico arriíbiano, ~ ... n 

contrd::te 1 conl1nfocito~. dP pac1E>nt.:-s nor'li1~1(>s -:i .:en Jm1bias1z 

aguda los cuales fue>ron fagocitados por los tro-fozoítos. Esto 

ocurre posiblemente debido a de alg~n producto secr~tado por los 

l in-focr tos, )21. que los sobren<:od.:..nt.:.-s obtenido--;:, después dt- 1.:- in

cubacion de linfocitos con antígeno amibiano son igualmente etec-

ti vos <24). 

Recientemente se ha observado por medio de experimentos con anti

cuerpos monoclonales qu.-:- los l1nfocrto::1s T •:1totó~ic:os p¿.rticipan 

en 1~ destrucción dE- trofozoítos, Por mC>d10 de técni..;::i.-: de- m1-

croscop1a y estudios de adherencia se ha l 1 isto un mecanismo con

tacto dependiente ne-cesario pa.r·a Ja 1 ísis d.:- amiba: por lo:: l in-
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foc i tos T e í toto'x i cos. 

Los estudios ht.?chos por Sal ata. demuestran q1Je 1,:i-: linfocitos de

pacientes tratados de absceso hepitico amibiano eran estimulados 

por preparacion9! solubles prot~¡cAs de amibas uirul@ntas para 

destruir a los trofozoi tos, ein contraste, cor1 1 infocr tos no esti

mulados en los cuales no se obseru¿ c1totoxic1dad para la amiba. 

Algunos estudios adicional~s demuestran que el 1nterf~rón i"S un 

componen ti? de l =ts 1 in.focinas est1mul :=i..das por Canea.naval ina;; y 

que e-s capaz de estimular a losrnacrÓfagos y l1nfoc1to:. a des

truir trofozoítos de- amiba. 

Por lo ant(!rior, se obs>?rva que la respue-sta inmune- celular JUega 

un papE.>1 rnuy importante en €-1 control >protección cc>ntra Jo iri

vasi\' 1 dad d€'l pará~1 to (24>. 

D, PRUEBAS F'ARA LA -'lLORAC 1Or1 DE LA RESPUESTA !NMUr~E 

De acuerdo a estudios S('roepidemiolÓgicos, el 81-100/": di': los p.a

cientes con óm1b1a.s.is co!Ón1ca ino.1as1•.•3. o absceso hepático ami

b1anc. desar-rollan anticuer·pos c1r-culant!:-: especÍfio:os an~1amiba. 

Gener-almente, los tndiv1d1.Jos con 1nfer:c1Ón a-:.intornátic3 <probablE

colonizac1ón intestinal> de:;:..,,,.rrol la.r1 menos frecuentementei res-

puesta de anticuerpos.., por· J.:. que una riE-acc1ón posit1•Ja en la de

tección do: anticuerpos .::•-::.pecÍf1cos contra el parás1 to, ha sido 

aceptada como indic~dor de un:. infección invas1'.'Ó<, Este aspecto 

es de gran ut11 idad debido a la dificultad de identificar al p;i;

rásito dir("ctamlO'nte,lc· cual se ha.el? por aspir·aciÓn di:- trofozoítos 

del absceso y obser1,.>;:•c1Ón m1crosi::Óp1ca de lo: mismo=:. 

Un hecho de gran intere3 es que los int¡cuerpos especfficos p~r-
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sisten E\t'los despu..:-~ de curada la amibiasis 1nva:ora., y qui', con 

toda probabr 1 idad, ~parec~n despuis do? infecciones subcl Ínicas, 

como ocurr€' ~n much~s otras enfermedades infecciosas, por esto, 

es preciso rnterpr.;-tar los ro?sul tado~ de-1 E>studio se-rológico de 

conformidad corr el conjunto de d~tos el Ínicos, a fin de darles su 

valor JUSto, )··a que una. reacción po-;:i t1 1.1a puede ser solo una se

cuela de infección amib1ana prevj&. 

Por otro lado, el hecho de que los anticuerpos persistan despues 

de anos d~ pr·esentada la inf!?ccrOn es de gr·an utilidad para 13. 

re-al izac1Ón de encue:.ta.s seroepidemiol69ica.<::: <2'5'•. 

Se han desarroll:..do 1 . .1acr1as to?'cnicas par.:r. la determinación seroló

gica de anticuerpos antiamib-3 t?ntre las cuales se incluyen: 

Hem~glutinación indir~cta ~ 

Aglut1na.,:ión de L-itex 

Inmunofluore~cencla indirecta 

Inmunoel~ctrofor~sis 

Contr·Q1nmunoelectrofore~s1s .1t-

D1 fusión e-n gel de agar * 
Ensayos inmunoenz1mático<;; <ELISA) * 

Fijación de complem~nto 

Fl ocul ac i Ón de Ben ton ita 

otros * D1sp.:onibl~5 Comercialmentf:' 

De estos, los mas sen-si bles y específicos son el ELISA Y la 

hemaglutinacidn indirecta. Pero se ~ncuentran con Ja de$ventaJ~ 

de ser mu, costosas <ELISA) y poco pr~ct1cas cuando se requi@re 

de la determinación ocacional de un 50Ja s1Jo:-ro <27>. 



11 PARTE EXPERIMENTAL 

A. Material 

Equipo: 

Espectrofotómetro Coleman Jr. 

Potenciómetro 

Agitador mecánico 

Material de vidrio 

Lámpara de luz 1ndirect~ 

Placa de •Jidrio 

Reactivo::.: 

Glicina 

Cloruro de sodio 

Hidróxido de sodio 

Sulfato de cobre pentah1dratido 

Tartrato de sodio y potasio 

Carbonato de sodio 

Reactivo de Foliri-Ciocalteau 

Suspensión de látex 0.5 11.~ lCN 

Mater1.::d 8to1Ógi..:o: 

13 

Suer·o control p1Jsitivo <Cellognost-Amebíasis de Qu1mica Ho<•cht> 

Suero control negativo (Cellognost-Amebissis de Ouim1ca Hoecht> 

Sueros control positivo (De paciente~ con Absceso hepatico ami-

biano, probados por HAlt1:.1 

Sueros control negativo <De individuos nc•rmale<.:. probados. por HAI> 
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Sueros Positivos y ~-leg~t!HO<; *~(probados por HAl) 

Suer·o normal de conejo 

Antígeno de amiba de Ja cepa HMl-IMSS (Proporcionado pc1r el 1ns

t1 tuto de In•;estigacione:. 81omedica== > 

• Hemag1utinaciÓn Indirecta 

**Proporcionados por· el In~ti tuto de In•y•c·stig,:i-cic·ne$ BiomE?di

ca~ pro0en1entes de la encu~sta seroep¡dem1olci91ca nacional 

de I~ Secretar:.:.. ,je- Salud 1?:::8-1~8S"·. 

8. Método 

B.J Preparación de ~oluciones. 

Solucrón 4morhguador-<J d~ 9l1c1na. 

Cloruro de ~odio 

GI ¡e rna 

Aguadest. 

9g 

7.5g 

lOOOml 

Ajustar a pH 8.2 con hldrbx1do de sodio 1 N 

Suspensión do:- látex 

El látex comercial c:p diluye en s.0Juc1Ón amortiguadora de gl1c1na 

de modo que de una densidad 6ptica de 0.16-0.17 cuando se diluye 

1 :100 en la misma soluctón amortiguadora J' es lefdo en un espec

trofotómetro Coleman Jr. a 650 nm. 

Es importante "°'°'ñalar qüe Ja técnica de .aglutinación de Játe ... ; e-5-

ta siendo estandariz~da por comparación con la tecnica d~ H~ma

glut1naciÓn Indirecta para la det~rminacion de anticuerpos anti

amiba <Desarrolló<d~ ~n t-1 Instituto de Jn•;estigaciones Biome.'.°dicas 
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U.N.A.M.), la cual es una técnica cuantitativa. y con alto gra.do 

de seri-sibilidad. En est~. los sueros <:e consideran pos1t1•Jos cuan

do dan una reacciOn de aglut:.inac1Ón al s~r diluÍdos 1 :80, por lo 

que el react 1 •10 para aglut1nac16n de 1.;t.:-x debe dar una reacción 

pos1tit..•a cuando se h:..ga reacc1on<:ir con sueros de título igu3.1 o 

mayare:. de 1 :80. 

Preparación del reacti•.10: 

Las amibas colectadas de un medio de cul~1uo axintco Ccult1v~das 

por el me't:od•J de DiamondJ se som.:?tieron a cambios brus•:os de tem

peratura ':UC-:>~.1·J<)~.,de 25C <temperatur.:.i. ambiente),a -?OC utiliza.n

un congelador· <Pe11c·:i), para obtE-ner un extracto ~nt19.?n1co ¿,,mi

bi.?no :.olublt?, a.I c1Jal se 11.:· determinó la concentración de pro

te(nas por el método do: LovJr,T <17.t?mg/m\) (l..1er ~pe'ndice). 

De Eoste e-'<tracto a.nt19énico se realizaron diluciones ('r, solución 

amortiguador.&- d>? gl1c1na. de modo que- queda.ron concentr-acion-:s d.;-

protelnas rng/rnl de 5,4,3 1 2 1 1 1
1).5,0.25 1 0.125 r·esp.:ct 1'-'ami?r,te. 

Un 1..•oluml?n igual de cada una de l:as di~ucion~s del antígi:no fué

mezclada con un 1.iolumen igual de suspensión de látex, se agitaror, 

dur.:ante 30 minutos a temp1?ratura ambit-nte con el ftn de fa 11 orecer 

la ~d.::;·:•rcié:n del antígeno al;,. superfici~ df' 1~$ par\:Ículas de 

1 ~ tev, 

Deterrnin.a.cion di? la cor1centr:)ciÓn Optima de antígeno para S(•íl 

sibil izar las partículas de látex: 

En una placa de vidrio cuadriculada (3 cm por lado cada cuadro) 

se coloc~ una gota de cada uno dP. los siguientes reactivos: 

1.- Suero positivo con título 1>=512 * 
2.- Suero positivo con título 11320 * 
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3.- S1Jero positivo con tí tul o l :80 " 
4.- Suero Hega ti •Je 

~ T1+-ulados por HAI 
5.- Suero Normll d• Con.a-jo 

ó.- SoluclOn amor tiguador.l de 91 ic i na 

Se a.i"iade ~ cad:.. uno de estos una gota de-1 mismo '--'01 umen ( 20 l > 

de la preparacié.n de l.ite)( sens1b1l1zado cor1 5 n-19/ml de proteína 

Se me z e 1 an l as 90 ta~ e •jíi pal i 1 los o ap l 1 ea.dores di fer entes y se 

agitan con un mot-imi~r1to rotator·10 dur·ante- 3 m1nutc.s. Transcurri

do el tie-mp•:i de reacci¿r1 se obser1J.:• contra una lu.: indirecta. si 

h~y :i9lut1nac1o"n en cad.;, ur.o de los C•Jadrcis d¡;. prueba. 

Se real iza €1 mismo esquem:i pdra ca.da un3. d·:> 13.S otra:: prepara

ciones con dtferenb:·:; concentraciones dE· proteína!- (•.•er tabla J), 

La solución amorti•_;¡u¿,dor:. de gl 1c1n:.. sirve corno control del re.:i.c:

tivo, es decir, p~reo. otiservsr .;01 -:: • .:· pref.t0-nta autoaglutinaciÓn de 

las partícul:i.s de látex. 

El sue-ro nor-mal de C•X1E-.10 tarrib1er1 es un control del reacti•Jo, ·ra 

quo? un~ reacc1on de aglu~inac1ón en este, nos e.;:;tara indic:indo 

reacción con compont>ntes inespecíf i .:os dE-l suero. 

La concentrac1ón o'ptirn3 de antígeno sera -1qui:>lla en la que se 

presente aglutinación con los su.z.ros po-;:itivos {1:80, 1:320, 

1:512) -¡no aglutine con o:>l suero negat1•Jo, con el suero normal 

de cone~t·:> Y con la solución amor·lio;iuador~ ·:k g~ir:in;i, 

8.3 Des~rrollo de la prueba 

1.- L~ prueba se realiza. utilizando el reactivo ¡::ireparado •:on una 

concentraciÓr1 de- prote(nas de 1.0 mg/rnl. 

2.- En una placa de- vidrio se colocan en tres distrntas areas de 

reacc i Ón: 
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Una gota de suero control positivo 

Una got~ de suero control negati\•o 

una gota de suero problema 

3.- Se le adiciona una. gota del reactivo de- látex a cada área de 
reacción. 

4,- Mezclar per·fectamente con apl icadort?= distintos. Agitar la 

placa con mo•Jtmiento rot;.tor io por 3-4 minutos. 

5.- ObsEc-rvar la placa. contr-a una luz iridirectJ.. 

lnterpretac1o'n d·.: l-3 prueba. 

1.- El control posdi•Jo debera. dar una aglutinación macrosccipica 

a la cual pueden ser referidas las muestr~s problema. 

2.- El control roega.tlvo debera permanecer como una suspensión ho-

mogént?a. 

3.- La lectura debe re~l 1tarse- dJ?.:::pues do:> 3 o 4 minutos de haber-

:.e hecho la m~zcla.. Si posteriormente 1 legaru a dar post t1va 

la. prueba. no de:•be :.f'r tomad,; en cuerda esta re-acción, se !"'e-

com1end~ !"'epetir la pru~ba. 
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l l l RESUL TAC>OS '( 1) l SCIJS l ON. 

Los re su 1 tados de l.:..~ pruebas en 1 a de te-l"m i n3.c í Ón de l ~ concen-

tra.ciÓn adecuada. de antígeno p:i.ra sensiblllza.r lds partf.:ul::ts de 

litex se muestran en la siguiente tabla: 

Concentración de 
protoínasd•Ag 1:512 1:320 1:80 N•g•t1vo SNC CR 
amibiano <mg/ml) 

5 
4 
3 
2 
1 
o .5 
o .25 
o .125 

Tabl!3 l. Determ1nac1Ón de la concentración Óptima de Antígeno 

*Sueros controles (+-) de tÍbJlo conocido 
SNC Suer·o normal de conejo 
CR Control del reactivo 

Se puede ver que la concentrac1Ón de 1 mg/ml d~ proteína d.::· anti-

geno ~s la. adecuada pa.ra la preparación del í'~activo, TO: q1.a• es 

capaz de d1scr1minar los su"rcs pos1t:1•.1 os de los negat1•.1os Y no 

presenta autoaglut1naciÓn d~ las partículas de látex. 

El hecho dé que las partículas de l¿,_te:~ se autoaglut1nen cuando 

est~n pari:1a:lmeonte cubiertas con el antíg.:no amfbiar.o puede de-

berse a la adsorción dJ? este a do~ o mas partículas d€: látex s1-

mult.;,.neamente, lo QU(> no suced~ cuando est~n °:ompletamente cu-

biert~s ,.a qut:: no ti::..:, sitios e.<puestos t:n la s.uperfi 0:1E-- de las. 

partícul~s de lbtex. 
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La~ ~iguientes pruebas fu.:-ron r-1?a.l ·1zadas con e\ react11,.1 0 pr-e-par-~-

do como fufÍ descrito anter1orme-nte, ut1\ izando una concentración 

proteíca de antÍ9eno soluble de l n19/ml. 

En el pre~.:-nte e-studio 5(' pr·cibaron por 1 ~ t/cn1ca de a9l1Jt1nactón 

de láte": un t.ota.l de 200 suero-=., \os cuales fueron previamE-nte 

titulados por la técnlc.:s de H.-~mti9lut1nac1Ón Ind1rt..-.:t¿, par~ la de

teciÓn de a.r1ticuerpo::: :intia.mib¿.• estu1dJ.r1z<:Jd:. en el Ir1stitutc1 de 

lnvestigac1ones 81orn~d1•:as U.tl.A.t1. 

Los re su\ ta.do":", comp~r al 1 vos de ;,.mt.~s tecn i ca-;; se mue~tr-~n en 1 a 

tabl• !!. 

Suero$ probados por HAI Agutinación de Látex 

l 33 < +) 86.36 
Positi•Jos 154 

2! (-) 13.64 

6 ( +) 13.04 
Nega ti \.1os 46 

40 (-) 86.96 

Tot&l es 200 

Tabla 11.CorrelaciÓn de resultados de HAI y Aglutinación de Látex 

Lois res111 tados por 1 a. te',:n i ca de ag1 ut i nación de 1 átex fueron 

te idos de 1+ a. 4+ de acuerdo o 1.:.. inten~idad de- la reacción de iJ-

glutinación r O cuando no se presentó ~glutinación v151b\t- a.l 

fina.1 del tiempo de re-acción. 

Los resutados de la intensidad dt- r·eacc1Ón t>n los -;.ueros pr-oba-

dos compara.do~ con t<l título encontrado por HAl se mu·?stran €"n lai 

gráfica. I. 

Para sabE>r s1 la tecnica de- c-glutir.aciÓri df lát1?..: podría ten~r u

na. aplicacio'n semicua.ntitat1qa .;e ut1l1::1ron sueros de tftulo co-

'·'-1 
e·.:: 
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nocido (por- HAI) , Jos cuales fueron diluÍdos >'probado$ con e\ 

reactivo deo a9lutinaciÓn de látex par.a obtener e1 tftulo por· di

cha te'cnica. 

Los resuJ tado·$ obte-nidos '°'" e-sta priJeba se rnut?stran é'n 1 a tabl~ 

l l 1. 

Suero Tf tu1 o por Di lucio"n de 1 os sueros 
HA! Concentt"ado l :2 l:-1 1 :8 

1 :640 ++++ H 

2 l: 160 ++ 

3 1 :80 ++ 

Tabla 111. Titulacic;;n de sueros por· aglutinación de Játex. 

En 1~ tabla Il se puede obs~rvar que exjste una buena corre1aci6n 

de lo-: r~sul tadcis obtenidos por las t:-:'cn1cas de HAI y aglutina-

ciÓn de Játlt'-:, $1~ndo que el 8·~·": d-o- \<J.s pr·uebas dieron un re5ul-

tado satisfactorio-,.· solo -:•1 13% d~ las pruebas dieron reacciones 

falsas positiva;; r falsas negativas. 

Debemos te-n~r· tJn consideración que los r"°sul tados obtenidos por 

aglutinación de láte"< se estan compar.!\ndo con los ohtE>ni::1ws. ~or 

HAI / 1.jUE- es.ta •.Íltím.:;\ pU(ldi.: dar también algunas. reaccioni;os fa!-

sas por lo que seria conven¡ente que los sueros fueran probados 

tambi¡n por 'Jna tt:-rcera técni·:a cor, al to gr;..do .je sens1bi 11dad 

como ELISA o contrainmunot>lectroforésis <CIEF). 

En l'l yráf1ca l se observa qul" no e>.iste un~ r('lac1Órr pr~c1sa en-

tre la intensidad dE? la aglutina.c1Ón y (·l t;tulo encontr·.;.do por 

HAI, por lo que lo: resutadoc;. obtt:n1dos por I~ técnica de agluti

nación di? látex debE?n :.e-r lE-Ídos cc.mo positivos o ni;..~atí•,.1os Y no 
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trat)r di? relacionar la. tnti?nsidad de la aglutinación con un tí

tulo dado. 

En la. tabla III podemos ver que el título encontrado por agluti

nación de lát~x no tiene iJna relacio"n precisa con -:1 encontrado 

por H~I 1 por lo que podemos decir que la te"cn1ca en prueba tiene 

un a a p 1 i e a e 1 ón ex e 1 u s i •1 amen te e u a 1 i ta t i 'Ja • 

Aunque con una menor sen'5rbi 1 idad (en cuanto al t(tulo) podr·fa en 

un momento dado cuant1f1cars~. 

El reactivo para aglutinacio'n deo partículas de látex fue probado 

cada 24 horas con sueros control positivos y negativos para ob

servar la estab1l1dad del react1•Jo ;.'se encontr·c.'que la efecti1,,.•i

dad del reactivo permanecía hasta las 48 horas. 
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IV. COMCLUS!ONE'3 

La prueba de aglut1nac1Ón de p;r·tículas de- la't.:-x de-s¿.rr·ol\O'ld: ... , 

es una te'cnica 1nmunolÓgica c.:.paz de detecL~r anticuerpos espe

cr.f-lcos anti amiba, lo cual e.:;: de gran uttl 1dad .:n e-1 diagnó~.t1co 

de la amibfasis extr;1ntest1n1l, espec¡almente en caso~ de absce

so hep~tico am1biano En la que los trtulos de ~nt1cuerpos anti

amiba se encuentran ele~·ados <generalmente arriba de 1:512 por 

HAJ) y la confiabil id~d de la te'cnic~. de aglutinación de part(

culas de látex e: aceptable. 

La te'cnica tiene una apl 1cac1cin exclus1•.i¿.,rr1erde cu.:i.l 1 tativa y.;, que 

no se puedí- relacionar un ti'tulo dado con -;il grado de aglutina

ción o con la rf:i'acciÓn con d1luc1 . .:..nes del :ouer.:,.. 

La prueb~ de aglutinación dt> p-:i.rtículas de lát-?x ofrece las ven

tajas de ser· una te'"cn1c.a l"á'ptd0i. >' ::1?r1cilla t>n su ejecución, y el 

material necesario para efectuarla puede elat•orarsi:? en un labo

ratorio central Y después distribuir:.e a otro'::.- laborator1eis (el 

antígeno l1ofili:.::::i.do", donde ne .::·s necesa:rio di~ponE-r de personal 

especial i:~do n1 equipo especial ¡Jara real izar 18 prueba. 1 lo quE' 

la hace también de baJO costo. 

La prueba es especialment-? Útil cuando st- requiere la dE-te-rmina

ciÓn ocasional en un solo suero, /a que la práctica de otras téc

nicas, aunque algunas m?cs confiable:, son m~l':.. L1boriosas, lle\•an 

mas tiempo o?n dar el resul tad.::1 Y son de mayor costo. 

El hecho de que la t~cnica de aglutinación de part(cculas de lá

tex puede d~.r resultados rapidamente <2-4 minutos despues de 

re.;1 izada la prueba) perm• te que sea Útil t:ambi e'n ClJando se ri:'

qu iere el r.:•:-ultado de l;i. detern11naciÓn urgentemente p3.r~ tomar 
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una de-cisiÓr1 t>?r.:i:peÚtica como en e-1 caso de una amibíasis evtr·a-

intestinal fulminante. 

Es import~nte senalar que corno en otras infeccione! 1 lo5 anti

cuerpos anti amiba pu~den persi~tir despui! de 6~os de curada la 

enfermedad, por lo que es pr·~c1so interpr.:-tar los r·e:ul lados del 

estudso serolcigico dE- ·:or1.form1dad con el conjunto de datos el Íni

cos, a fin do? darles s1J valor ji;~.to, )"3. qu1:- una reacción posrtiva 

puie-de ser· solo un.; secuela d~ infección amibiana previa. 

Debido a la alta prevalencia de amibiasis en M~xico, podemos de

cir que los rect1vos dt:·sarr·ollados para la t.icnica de aglutina

ción de partlculas de Játe...: podrÍ.3n ser· de gran utilidad en nues

tros laboratorios de diagnóstico. 
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<J, APENDI CE. 

DETERMINACION DE PROTEWAS POR EL METODO DE Lot~RY. 

R~ac ti uos: 

a> Sulfato de cobre pentah1drat~do a.1 1.0% 

Disolver lg de sulfato d~ cobre pentahidratado en aproximad&-

me-nte 50 ml de agua d1?sti lada, aforar a tOú mi con agu~ dest1-

lada. 

b) Solución de tartr:ito de sodio y potasio al 2.0% 

Disolver 2g de tartrato de sodio y potasio en aprox1madam~nt9 

50 mi de agua de'!:t1 lada, aforar a 100 mi con agua destilada .• 

e> Solución de carbonato de sodio al 2.0% 

Disolver 2g de carbonato de sodio en apro-imad~mente 50 ml de 

h1drÓx1do di? sodio 0.1 mol/J, Afora.r a 100 ml con soluc1Ón de 

Solución l 

Se prep.J.r·~ mez.c1ando 1 ml di? la solur::1Ón de sulfa.to de- cobre 

pt?nt;:..hidratado Y 1 mi de la solucion de tartra.to de sod1c.i y 

potasio en 100 ml de soluci¿n de carbonato de sodio <preparar-

la justamente antes de su uso>. 

Sol uc 1 ón I I 

Reactivo de Tenol Folin-Cioc.::.lteau <comer·cral> 2N: ante-'= de 

usarlo St? dil1Jye volume-n a •.iolurnen con agu¿i, destilad.3. para po-

no:-rl o t N. 

Solución IJI 

Albúmina sérica bo•J1na 100 ug/ml 

Disol•Jer Q.1 g d¡;> albúmina s1fr·ica bo•.11na (AS8) cr i ;.tal t:~da Y 



26 

purificada en 500 ml de agua destilada, se afora a 1000 ml con 

agu6' d>?st1lada. 

Método: 

- En una Eerie de tubos de ensayo, se preparan a partir de la so

lución de i=.iss (100 ug/ml) di luciones que contengan 20, 40 1 60 1 

80 y 100 ug de prot~ina por ml. 

Se trar1sf1eren 0.1 mi dE- cada dilución de ASB a otros tubos de 

ensayo. 

- En otro tubo se mide O.l ml de la mu1?stra de antígeno (se rece-

mienda hacerlo por duplicado'•. 

Para la preparación del blanCC• de reJctivos se utiliz;;. 0.1 ml 

de ag•J a des t i 1 ada. 

- Todos los tubos se completan a 1.0 ml con agua destilada. 

- Se af'iad~ a cada tubo 3.0 ml de la soluc1on I. 

- Se !l.g1ta y st:· deja rt>posar 10 minuto-: a temperatura amb1e-r1t.:.>. 

- A cada tubo se le agrega 0.3 ml del rt?acti1.1 0 de fenol Fol 1n-

Ciocal tt-au 1 N. 

- Se agita y se dE>ja reposar durant~ 30 min1Jtos a temperatura. am-

bien ~E'. 

- Se h:,,ce a lectura de C•.O. en 1Jn espectrofotÓmetro a 500 nm d.;-

longitud de onda. 

Ir1terpretaciÓn: 

- Curva patr·Ón: Se 9rafic21 la O.O. cc·ritra la concentr·aciÓn de lo:; 

tubos con ASB en papel mi 1 imétrico. 

- 5€- obtit:>r1e la concentración d.;- prote(na.~ dc-1 antfgeno por in-

terpolac1;n de los valores d~ O.O. en la cu~va patrón. 
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