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RESUMEN

En este trabajo se comprobd la utilidad de los anticuerpos an---
ti-IgG y anti-IgM en la elaboracién de reactivos de diagnSstico para
la determinacidn de anticuerpos anti-E.histolytica utilizando las -~
técnicas de inmunofluorescencia y ELISA. .

Primeramente se empled un modelo animal, asf se obtuvo IgM e IgG
anti- E, histolvtica a partir de sueros inmunes de conejo. Con las -
inmunoglobulinas purificadas se elaboraron los sueros anti-gammaglo-
bulina respectivas, con los cuales se prepararon los conjugados, tan
to para la téenica de inmunofluorescencia, como de ELISA. Una vez -
evaluados, se procedié al andlisis seroepldemloldgico con sueros de -
individuos clinicamente sanos, utilizando el método de ELISA que re-
sultd ser el de mayor sensibilidad ademds de ser mds prictico; en eg
ta parte se utilizé gammaglobulina humana polivalente liofilizada pa
ra obtener las anti-gammaglobulinas con las que se hicleron los con-

jugados.
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INTRODUCCLON,

Planteaniento del Problema.

Amibiasis es el té€rmino utilizado para definir la infeccidn cay
sada por Entamoeba histolytica con o sin sintomas clinicos (l).

Esta parasitosis tiene distribucifn universal, afectando en pro
medio al 10% de la poblacién mundial., Estudios realizados en 1981,-
ponen de manifiesto que 480 millones de personas estaban infectadag-
con E.histolytica (2).

En varias regiones del mundo representa un gran problema social
y de salud, principalmente en los paises subdesarrollados, donde las
condiciones sanitarias inadecuadas, junto con la pobreza, la ignoran
cla, la sobrepoblacién y la presencia de cepas altamente virulentas
se combinan para sostener una alta incidencia de esta enfermedad --
(3,4).

En México, la amibiasis es un problema de salud piiblica, resul-
tando ser uno de los paisus con mayor incidencia de estn parasito---
sis, tanto en su forma sintomdtica como asintomitica, En un mues---
treo de diversas reglones del pafs, Guti&rrez y col. (5), encontraron
anticuerpos humorales contra este pardsito en el 6% de 19,422 indi--
viduos analizados, lo que indica que en algin momento de su vida pa-

decieron amiblasis invasora; de aquf la importancia del estudio de -

E. histolytica en nuestro pals.

Hipdtesia de trabajo
La anti-1gG y la anti-IgM, son de utilidad en la elaboracidn de
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reactivos de diagndstico para amiblasis, ya que pueden ser conjuga
das favorablemente para las técnicas de inmunofluorescencis y ELI-

SA, permitiendo asf la identiffcacidn de los anticuerpos contra --

E, histolytica,
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INFORMACION GENERAL SOBRE EL TEMA.

Planteamiento del problema.

La multiplicacién de este pardsito sigue un proceso de reprodug
cién binaria; después de varias divisiones, la motilidad de la amiba
decrece, el organismo muestra menos pseuddpodos y viene siendo mds -
redonde y pequefio con menos material en.su citoplasma. Este estado-
es conocido como prequiste, el cual es inmediatamente seguido por --
la secrecidn de una membrana delgada y dos fisiones o mds del ndeleo
para formar un quiste nuevamente. La transmisidn al howbre y otros-
huéspedes, ocurre cuando la amiba se encuentra en esta forma y los -
principales vectores de contaminacidn son con frecuencia vegetales y
otros alimentos que han sido lavados con apuas contaminadas o maneja
dos por personas con malos hibitos higiénicos. En cuanto el quiste-~
llega al estdmago, su cdpsula se rompe y el citoplasma se divide tan
tas veces como nicleos existan o mds., Este estado es conocido como-
metaquiste. Cuando esta pequefia amiba alcanza la luz del intestino,
incrementa su tamafio y se convierte en trofozolto, de esta wanera se
complementa el elelo de vida de E.histolytica. (6)

El ser humano es el huésped natural de E.histolvtica. Una gran

proporcisn de los infectados son portadores sanos y sélo una minoria
enferma como comsecuencia de 1a invasién tisular amibiana. Las razp
nes para el diferente comportamiento de trofozoitos comensales y pa-
tégenos de E.histolytica se desconocen, ya que las diferenclas blo--
quimicas y estructurales entre los microorganismos patdgenos y no pa
tégenos no han sido demostradas (7). Sin embargo, clertos factores-
inherentes al huésped y al pardsito podrian estar implicados en el -

comportamiento invasivo de esta amiba. Con respecto al pardsito, se
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han hecﬁo estudios en diferentes cepas de E.histolytica en donde se
han observado diferencias entre las de baja y alta virulencia, en--
contrdndose que las mds virulentas presentan clertas propledades —-
de superficle tales como: susceptibilidad de aglutinarse con conca-
navalina A, ausencia de carga eléctrica negativa en la superficle y
mayor grado de fagocitosis (8,9). )

Con respecto al huésped, se han sugerido algunos factores que-
pueden estar implicados, como son: genéticos, que determinan el gra
do de susceptibilidad de los individuos a padecer amiblasis; nutri-
cionales, una alimentacion deficiente con dietas bajas en protef--
nas v altas en grasas y carbohidratos; otros factores podrfian ser -
los hormonales y el alcoholismo o la frecuente exposicidn a la in-~
feccidn en condiciones insalubres (10).

Caracterfsticas generales de la respuesta inmune.

La respuesta inmunoldgica aparece tan solo en vertebrados. Es
ta constituye el principal medio de defensa, tanto frente a los mi-
croorganismos y a los virus patSgenos come frente a las proplas cé-
lulas del huésped que presentan una degeneracidn malinga. La res--
puesta inmune se produce a través de mol&culas de anticuerpo que di
funden libremente (inmunidad humoral) y a través de linfocltos es-~
pecificamente reactivos (inmundidad celular).

En la inmunidad humoral se producen anticuerpos que son gamma-

globulinas llamadas inmunoglubulinas, de pesos moleculares entre --

aproximadamente 150,000 y 900,000 (11,12).



6~

Caracterfsticas fisicoquimicas y de actividad _ bioldgica de la IgM ~

e Ig6 (13)

Is¥ 186
Peso molecular 900 KD 150 KD
Coeficiente de Sedimentacidn 19 8. 7 8
Paso por placenta - ++

Presencia en leche

1+
+

En secreciones + +
Valencia 10 2
Estabilidad a 56°C, 1 hr. + +
Vida media (dias) 3 -10 25-35
Producci8n mg/Kg/dia 5- 8 28-36
Carbohidratos {X) 10 2.5
Fijacion a macrdfagos - A+

Induccidn para la formacidn de anticuerpos

La formacién de anticuerpos se produce después de la primera inyec
cidn de inmundgeno., Para detectarlos, es necesario esperar cierto ---
tiempo, este perfodo latente o de inducclén puede durar de algunas ho-
ras a varios dlas, segin el tipo y la cantidad de ant{geno que se uti-
lice, 1a via de administracidn, la especile receptora, el estado de sa=-
lud del animal y la sensibilidad de la prueba utilizada para medir el-
anticuerpo; debe encontrarse anticuerpo entre el quinto y décimo dfa.

El perfodo de latencia no indica el tiempo necesario para que se-
inicie la produccién de anticuerpos a nivel celular. 51 se sacan célu

las productoras de anticuerpos del animal inmunizado, se pueden cbser-
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var s{nce.sﬂs de anticuerpos desde 20 minutos después de la exposi---
cion al antfgeno. Como sélo producen anticuerpos en este momento --
unas cuantas células son necesarios a veces varios dias antes de que
se pueda medir el anticuerpo en sangre. Otra consideracién importan
te es el hecho de que las primeras moléculgs de anticuerpo que pasan—
a la sangre pueden encontrar todavia antfgeno en la circulacidn, Si
las moléculas de ant{geno y anticuerpo se combinan, serd diffcil me-
dir el anticuerpo por las pruebas seroldglcas habituales. La excep-
cidn de estos complejos antigeno-anticuerpo es muy rdpida, de manera
que la primera manifestacidn de anticuerpos libres sdlo se produce -
algunos dfas después del paso a la sangre de las primeras moléculas-
de anticuerpos. Por lo tanto, la inyecciOn de una gran cantidad de-
antfgeno tlende a prolongar el perfodo de latencia.

Al final del perfodo de latencia, es posible observar la res---
puesta primaria de anticuerpos en el animal. El tftulo de anticuer-
pos aumenta progresivamente en el curso de algunos dfas o semanas, -
se estabiliza y luego empieza a disminuir. La forma general de la —
respuesta primar{a es una curva sigmoidea tfpica. La forma exacta -
de la respuesta depende de muchos factores.

S1 mis tarde se vuelve a exponer el mismo animal al antfgeno, la
recpuesta de anticuerpos es de tipe secundaria y difiere profundamen
te de 1la respueta primaria. Esta respuesta secundaria se presents =
inicialmente como una disminucién brusca del anticuerpo circulante,-
que forma complejos con el antfgeno recién inyectado. Pero de inme-

diato, en menos de dos a tres dfas en condiciones ordinarias, se ob-
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serva un notable aumento del contenido de anticuerpo en sangre. Es-
te aumento continda varios dfas y, finalmente, el titulo resulta con
siderablemente mayor que el de la respuesta de tipo primaria.

La respuesta secundaria se llama muchas veces respuesta de me--
moria, anamnésica o de reforzamiento. Todo-ocurre como s5i el orga--
nismo previamente inmunizado estuviera prevenido contra eate antige-
no, y listo para responder en forma acelerada a su presencia. Llas -
mismas variables que regulan la respuesta primaria afectan también -
hasta cierto grado la respuesta de veforzamiento o secundaria, pero-
&ste tiene un perfodo latente menor, un titulo final mayor y dura --
mis el lapso durante el cual es posible identificar el anticuerpo, -
en comparacidn con la respuesta primaria.

Otros hechos interesantes acerca de la respuesta secundaria son:
1.- No es el resultado de una liberactn brusca de anticuerpos forma
dos previamente y almacenados, sino que se debe a sintesis masiva de
anticuerpos nuevos.
2.- La respucsta secundaria se puede obtener en casi cualquier momen
to despufs de la respuesta primaria. Incluso varios afios mds tarde,
cuando el tftulo primario casi no se detecta, se logra todavia res--
puesta secundaria, Quizd no sea tan {ntensa como en caso de reforza
niento mds préximo a la respuesta inicial en el tlempo, y no se ob--
serva la fase negativa inmediata; pero se desarrolla una respuesta -
: secundtaria auténtica.
3,- La respuesta secundaria se puede repetir varias veces, hasta al-

canzar el limite ficis1Z,ico del animal de prueba para el antfgeno -
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u:ilizado; Este puede requerir de tres a cinco inyecciones de re---
fuerzo con este ant{geno.

4,- Los antigenos que producen reaccidn cruzada dan lugar a la mis-
ma respuesta. En este caso, el grado de respuesta secundaria estd -
relacionado con el parecido entre los dos ;nt{genns: Cuanto mis se =
asemejen, mayor serd la respuesta.

5.~ Puede ocurrir respuesta anamnésica inespecifica. El origen de -
los anticuerpos se encuentra en el tejido linfoide. Cualquier tra-
tamiento del animal {nmunizado que produzca lisis o hiperplasia de -
las células productoras de antlicuerpos, dard lugar a una respuesta -
secundaria minima,

6.- La disminucifn del titulo de anticuerpos parece mds lenta des-—-
pués de la respuesta secundaria que después de la primaria. Esto se
debe probablemente a dos factores; en primer lugar, Intervienen mis-
células en la produccién de anticuerpos. Si algunas de estas célu~-
las gon de vida relativamente larga y siguen sintetizando anticuer--
pos, la produccién de &ste abarcard un perfodo mayor después de 1a -
respuesta secundaria que después de la primaria. En segundo lugar,-
los anticuerpos en la respuesta anamnésica son cualitativamente dls-
tintos de los que se obtienen en la respuesta primaria. Residen en-
1gG, cuya vida media es de 25 a 35 dfas. Los anticuerpos de la res
puesta primaria residen fundamentalmente en IgM, cuya vida media 8d-
1o es de 3 a 10 dfas, La proporcidn de IgG e IgM, en las respuestas
primaria y secundaria, se presenta en la Fig. 1. La respuesta secun
daria de IgM s5lo es la décima parte de la IgG; por esta razén, los-

sueros hiperinmunes contienen principalmente IgG. La IgC se ha lla-
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Fig. 1 Respuestas inmunitarias primaria y secundaria de IgG e IgM.
La respuesta de IgG es tardfa después de la primera inyec—-
cién, pero representa la principal inmunoglobulina al cabo-
de algunos dias, y sobre todo en el caso de la respuesta —-
secundaria. la respuesta primaria de IgM precede la res--—-
puesta de 1gG, pero en el refuerzo, la respuesta de IgM es-
débil.
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mado "componente de memoria”, lo que significa que no hay andmnesis de
IgM. Esto sélo es clerto en parte, pues de hecho, los niveles secun--

darios de IgM son algo mayores que los niveles primarios. (14)

Respuesta Inmune a E.histolytica.

Respuesta Inmune Celular.

Los estudios sobre la inmunidad mediada por células en pacientes -
con absceso hepfitico amibiano (15,16) mostraron una baja frecuencia de~
estados de hipersensibilidad con reaccidn de tipo retardado con antige-
no amibiano utilizando pruebas intrad@rmicas, la produccidn del factor-
inhibidor de la migracién de macrdfagos (MIF) también se vi§ disminufda
con respecto a los individuos utilizados como control, indicando que la
respuesta mediada por células estd restringida en etapas iniciales del-
padecimiento, revelando un estado de anergia transitoria provocada por-
1a aplicacién de antfgenc amibiano. Estos resultados sugleren que en -
etapas iniciales de la amiblasis, la respuesta inmunoldgica es al pare--
cer de naturaleza humoral y que la inmunidad celular se presenta en la-
etapa de recuperacién de la enferemdad. (17}

Respuesta inmune humoral,

Los trozofoitos de E.histolytica inducen una marcada respuesta in-
mune humoral en los pacientes con amibiasis invasiva (18). Se descono~
ce cual es el papel de los anticuerpos en el rechazo de la infeccidn, -
ya que aparentemente a pesar de elevados tftulos de anticuerpos, la in-
feccidn persiste con manifestaciones clinicas. En etudios in vitro, se
ha observado que los anticuerpos no son efectivos para inducir 1lisis -
significativa de los trofozoitos en presencia de complemento dilufdo —-

(19), y que esta reststencia de los trofozoitos, se debe probablemente-
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a las proéiedades dindmicas de la membrana plasmitica (20,21), Segdn ~
estas observaciones, se manifiesta una aparente ineficiencia de la res-
puesta inmune humeral en la infeccidn amiblana, lo que hace necesario -
el planteamiento de estudios tanto para comprobar la relevancia de las-
anticuerpos en la amiblasis invasora como para establecer que antigenos
de la amiba son reconocidos por &stos; ademds es importante la medida -
de anticuerpos y, en consecuencia, la utflizacién de métodos serolégl--
cos sensibles que pudieran aplicarse al inmunodiagndstico de la amibia-
sis.

Pruebas serolégicas de diagndstico,

Aunque la identificacidn morfoldgica de los pardsitos o sus huevos
en las heces, sangre o tejidos constituye el método de mayor difusidn ~
en el diagndstico de enfermedades parasitarias, existen situaciones en-
que es preciso un diagndstico seroldglico. A medida que se perfeccionen
nuevos reactivos comerciales, dichas pruebss seroldgicas pueden llegar-
a adquirir una mayor difusién (22).

En uno u otro tiempo, se han utilizado virtualmente todos los méto
dos seroldgicos clisicos para enfermedades parasitarias, sin embargo, -
muy pocos de estos métodos han ganado gran aceptacin debide a su com--
plejidad o a que no tienen la adecuada sensibilidad o especificidad.

Los métodos que utilizan gel como la doble difusién, difusién ra--
dial y contrainmunoelectroforesis (CLEF}, tienen como desventajas que -
requieren grandes cantidades de antfgeno y los resultados generalmente~
se conocen después de varias horasho dfas. Sin embargo, tanto la difu-
s516n doble como la CIEF han sido utilizadas exitosamente para el diag--

ndstico en la deteccifn de anticuerpos de E.histolytica (23}).
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Otro método ampliamente utilizado en el diagnéstico de amibiasis,
ha sido la aglutinacidn pasiva (24).

Sin duda, la principal preocupacidn de los dltimos afos ha sido -
perfeccionar las pruebas de los reactivos marcados. El marcaje per--
mite la fdentificacidn y cuantificacidén del anticuerpo o ant{geno mar-
cado con alta sensibilidad. Para la deteccidn de anticuerpo, el méto-
do indirecto o del "emparedado" es muy comin, en &l, el suero de prue
ba sa hace reaccionar con un antigeno inmovilizado seguido por la adi
cidn de las antiglobulinas marcadas.

La inmunofluorescencla fué el primero de estos métodos que se ~—
introdujo para parasitologfa y fud utilizada exitosamente en casl to-
das las enfermedades parasitarias (25)., Adn ahora se considara como-
una de las pruebas de eleccién para dichas enfermedades.

Esta td@cnica es un método excelente pero tiene varios inconve---
nientes, ya que necesita de una interpretacidn por expertos, es labo-
riosa, se requiere de equipo especializado no disponible en cualquier
laboratorio y los sueros inmunes marcados son inestables.

El radioinmunoandlisis es un método muy reclente de reactivos ——
marcados que se utiliza en serologfa parasitaria (26). A pesar de &s-
to, ha sido restringido debido a que es una técnica muy sofisticada y
los reactivos marcados con 1sdtopos son lidbiles y riesgosos {(27),

Actualmente, el mayor inter&s estd enfocado al andlisis inmuno--
enzimatico, en el cual uno de los reactivos estd marcado con una en--
zima (28). Este andlisis es adecuado para antigenos solubles que se-
inmovilizan sobre superficies de pldstico, tales como tubos o micro--

placas. Los anticuerpos de la muestra se hacen reaccionar con el an-
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t{geno inmovilizado y después con la anti-globulina marcada con la -
enzima, por Gltimo, se agrega el sustrato de la enzima. El resulta-
do de la prueba es una solucifn colorida que puede ser valorada vi--
sual o fotométricamente, Este andlisis tiene alta sensibilidad, es-
objetivo y no es laborioso., Esto explica el actual entusiasmo por -
la técnica de ELISA, que ha demostrado ger excelente para cuantifi--

car anticuerpos en enfermedades parasitarias.
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PARTE EXPERIMENTAL

Programa de Trabajo.

1,-

Establecimiento del esquema de inmunizacidn para la obtencidn de

anticuerpos anti-E,histolytica en conejos.

Purificacién de la IgG anti~E.histolytica a partir de los sueres
inmunes de conejo.

Purificacién de la IgM anti-E.histolytica a partir de los suerns
inmunes de conejo.

Purificacidn de IgG a partir de gammaglobulina humana polivalen-
te liofilizada.

Purificacién de IgH a partir de gammaglobulina humana polivalen-
te llofilizada,

Obtencidn de anti-IpGC y anti-IgM en cobayos

Obtencién de anti-IgG y anti~IgM humana en conejos.

Elaboracién y evaluacion de un conjugado para la técnica de inmu
nofluorescencia,

Elaboracidn y evaluacidn de los conjugados para la técnica de --

ELLSA.

10.- Andlisis seroepidemioldgico de muestras previamente probadas =-

por la técnica de contrainmuncelectroforesis, de individuos clf

nicamente sanos.
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Hetodologla empleada.

- Establecimiento del esquema de inmunizacidn.

Se {nmunizaron subcutineamente 10 conejos con el antigeno ami--

biano cbtenido a partir de E.histolvtica HM1-IMSS, ut{lizado adyu~--

vante completo de Freund (ACF). Las inmunizaciones, con una concen-
tracidn de Img de proteina/ml se repitieron cada 7 dfas, cada conejo
recibis 10 dosis. Al 6o. dfa, después de cada inmunizacién se deter
mind el t{tulo de anticuerpos por hemaglutinacidn indirecta (HAI), -
De esta manera se establecid el esquema de ingunizacidn a seguir pa-

ra la obtencidn de 1gG anti-E.histolvtica,

Para la obtencién de anti-gammaglobulina, se utilizé el mismo ~
esquema de inmunizacidn.

El objeto de inmunizar los conejos fué el de aumentar la concen
tracidn de anticuerpos en el suero. El inmundgeno utilizado fué =---

E.histolytica ya que es el antfgeno en estudio de este trabajo.
- Obtencidn y purificacion de IgG de conejo anti-E.histolytica.

Una vez deterninado el titulo Gptimo de anticuerpos, se sangra-
ron los conejos en blanco por puncién cardfaca. El suero se separd-
por centrifugacidn utilizando una centrffuga.Sorvnll a 3000 rpm du--
rante 10 minutos, De este suero se obtuvieron las gammaglobulinas -
utilizando el método de precipitacidon con sulfato de amonio (29). -=
Posteriormente se separaron las gammaglobulinas mediante cromatogra-
f{a de intercamblo i&nico para lo cual se empacé una columna de cro-

ratograffa en posicién vertical con DEAE Sephadex A-50 en solucidn -
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amortiguadora de fosfato O.0IM, pH=7.2; la solucidn amortiguadora se
mantuvo hasta el tope hasta que la mitad del DEAE quedd empacade, --
una vez que esto ocurrif, se elimind el exceso de solucidn amorti---
guadora.

Se corrieron las gammaglobulinas (previamente dializadas contra
solucidn amortiguadora de fosfatos 0.01M, pH=7.2 durante 4 dfas) den
tro de la columna, evitando la sequedad de &sta. Bajo estas condi--
ciones, todas las gammaglobulinas se retienen en la matriz de la co-
lumna, a excepcidn de la IgG, la cual se recolecta en el eluyente de
la columna. Se descartaron los primeros mililitros y se colectaron-
los sigﬁlentes. Esta fraccién se equilibrd con PBS pH-7.2 por dif--
lisis

A la IgG recolectada se le realizaron las sigulentes pruebas de-
contrel: Determinacidn de proteinas por el método de Lowry (30), --
hemaglutinacién (31), inmunoelectroforesis (32) contra suero anti--
gammaglobulina de conejo y contrainmunoelectroforesis (33) comtra --
ant fgeno amiblano para verificar la pureza y especificidad de dicha-

186G,

~ Obtencidn y purificacidn de la IgM de conejo anti-E.histolytica.
Para {inducir la produccidn de IgM, se inmunizaron 10 conejos --
con antigeno amiblano, utilizando como adyuvante ACF; 1la vie de in
munizacidn fué la subcutdnea, Los conejos se sangraron en blanco al
50, dfa después de la inmunizacidén por puncién cardiaca, El suero -
se separd por centrifugacién utilizando una centr{fuga Sorvall a ---
3000 rpm durante 10 minutos. Cada 100 ml de suero se anadieron por-

goteo con agitacion a 2 litros de solucidn de Acide bSrico; esta ---
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mezcla de suero-dcido bérico se dejd a temperatura ambiente durante ne
dila hora y a 4°C durante toda la noche para mixima precipitacién, La-
protefna precipitada se recuperd por centrifugacifn en una centrifuga-
Sorvall con cabezal tipo SA 600; el sobrenadante se decantd y se degr=
cartd. Los tubos con el precipitado se invirtieron sobre un papel —--
toalla para permitir el drenaje del flujo residual, A cada tubo se le
apregs 1 ml de TNB y se solubilizé el precipitado con una espidtula, -
Los otros tubos se lavaron con un total de 2 ml; el lavado para la pro
teina solubilizada se agregd hasta obtener un volumen total de eugloby
lina de aproximadamente 10 ml. La proteina solubilizada se di{alizé -
contra algunos cambios de TNB. El material no soluble se removid pore
centrifugacidn en una centrffuga Sorvall, después se determind concen-
tracién de protefna (34},

Una vez obtenidas las gammaglobulinas, se fraccionaron mediante -
cromatograffa de filtracién en gel utilizando Sephadex G-200 para la -
purificacidn de IgM, que sale en el volumen vacfo de la elucidn (35).

A la IgH recolectada se le realizaron las sigulentes pruebas de -
control: Determinacidn de protefnas por el mitodo de Lowry, hemagluti-~
nacién, lnmuncelectroforesis contra suero anti-gammaglobulina de cone-
Jo y contrainmunoelectroforesis contra antigeno amibiano para corroho-~

rar la pureza y especificidad de dicha IgM.
- Obtencidn de 1gG a partir de gammaglobulina humana.
La IgG se obtuve a partir de gammaglobulina humana polivalente -~

liofilizada que nos fud proporcicnada por el Instituto Nac{nnal de -+--

Higiene.

Se empled un separador de fraccfones con una columna de Sepharasa~
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proteina A; se corrieron las gammaglobulinas previamente dializadas «
contra PBS pH=7.2, posteriormente 'las 1gG que quedaron retenidas en -
la columna se eluyeron con HCl-glicerina pil de 2.9,

A las IgG recolectadas, se les practicaron las siguientes prue-
bag de control: Determinacién de protefnas por el método de Lowry,=-
inmunoelectroforesis contra suero anti-gammaglebulina humana poliva-

lente, para comprobar la pureza de la IgG.
~ Obtencidn de IgM a partir de gammaglobulina humana.

Las IgM se obtuvieron a partir de gammaglobulina humana poliva-
lente liofilizada, de la misma manera que se hizo para la obtencidn-
de IgM de conejo.

A las IgM obtenidas se les practicaron las siguientes pruebas -
de control: Determinacidn de proteinas por el método de Lowry, in--

muncelectroforesis contra suero anti-gammaglobulina humana,
- Obtencidn de anti-IgG y anti-IgM en cobayos.

Se inmunizaron 10 cobayos con la IgG de conejo obtenida previa-
mente y 10 cobayos con la IgM también obtenida con anterioridad. La
via de inmunizacién utilizada fué la intramuscular en el miisculo de-
la nuca (36). Como adyuvante se utilizé ACF y se inoculd 1 mg de-
protefna a cada cobayo. Estos se inmunizaron cada 7 dfas durante un
mes al cabo del cual se sangraron en blanco por puncidn cardiaca, -
De esta sangre se obtuvieron los sueros por centrifugacidn a 3000 --
rpm durante 10 minutos en una centrifuga Sorvall.

Los sueros se procesaron por el método de precipitacién con sul

fato de amonio para obtener las anti-gammaglobulinas deseadas, a las
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que se les realizaron las siguientes pruebas de control para asegurar
su pureza y especlficidad: determinacidn de protefnas {método da ~w--

Lowry} e 1EF contra 1gG y contra IgM, respectivamente.
.~ Obtencidn de anti-IgG y anti-IgM humana en conejos.

Se inmunizaron dos conejos com IgC bﬁﬁéna y dos con IgM humana -
siguiendo el esquema de inmunizacidn establecido antericrmente y san-
grindolos en blanco por puncidn cardlaca al cabo de un mes. Los sue-
ros se separaron por centrifugacidén a 3000 rpm durante 10 minutos en-
una centr{fuga Sorvall

Para obtener las anti-~gammaglobulinas purificadas, los suercs se
procesaron por el método de precipitacidn caon sulfato de amonia,

A dichas anti-gammaglobulinas se les realizaron las sigulentes -
pruebas de control para asegurar su pureza y especificidad: Determi-
nacidn de protefnas por el métoda de Lowry e inmunoelectroforesis con

tra IgC e IgM respectivamente.

- Inmunefluorescencia. (37}

Conjugacidn.

Se pipetearon 2.5 ml de una solucidn de gammaglobulina dentro de
un matraz en frio y se adicionaron 2.5 ml de solucidn amortiguadora ~
rarbonato-bicarbonato pH=9.0, Se pesaron 300 g de isotiocianato -~-
de fluorescelna y se disolvieren en 0.5 ml de acetona; esta mezcla se
adiciond inmediatamente por gateo y con agitacién a 1a solucifn de --
gammaglobulina fria. Se cubrid el matraz y se deld en agltacidn a --
4°C durante toda la noche. El conjugade se dializd haciendo diez cap

blos de solucidn salina tamponada en un perfodo de 3 a 4 dfas para ~--
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elinfnar el exceso de fluoresceina no conjugada. Ep los casos que se
formd precipitado, se elimind por centrifugacidn en fric a 1800 rpm ~
durante 10 minutos, utilizando una centrffuga Sorvall con un cabezal-
de tipo SA 600.

~ Eliminacidn del material no especifico mediante absorcidn:

El conjugade se dializ5 haciendo dos cambios de PBS pH=7.2; en -
seguida se determind el volumen de conjugado que se absorbid. Se pe-
sd el polvo de tejido suficlente para dos absorciones, utilizando --
100 mwg de polvo por ml de conjugade. Cada urna de las poréiones se py
so por separado en un tubo para la centr{fuga y se adicionaron aproxi
madamente 9 ml de PBS a cada tubo, posteriormente se centrifugaron a-
20000 rpm durante 30 minutos a 4°C. Se desechS el sobrenadante y al-
polvo himedo se le adiciond el volumen deseado de conjugado. Esta mez
cla se de}d durante una hora a temperatura ambiente, resuspendiendo -
periddicamente el polvo por agitacidn; al cabo de este tiempo, se cen
trifugd a 20000 rpm durante 30 minutos a 4°C. El conjugado absorbido
se adiciond al segundo ttbo de polvo hiimedo y esta mezela se volvid a
dejar durante una hora a temperatura ambiente, centrifugindola poste-
riormente a 20000 rpm durante 30 minutos a 4°C., E1 conjugade se co--
lectd por centrifugacidn y se filtrd a través de un filtro millipore.
El conjugado filtrado se almacens a -20°C.

- Evaluacidn del Conjugado.

Antes de usar estos conjugados enlas pruebas, se compararon con =
conjugados de reactividad conocida en una prueba simultdnea. Para -~
ello, se hicieron diluciones del conjugado. Con cada una de estas --

dfluciones, se tffieron impresiones positivas conocidas, de acuerdo --
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a la téenica de anticuerpo fluorescente (3B), se tifieron con colorante
de contraste azul de Evans, luego se observaron al microscopio cuida-
dosamente y se anotaron los resultados obtenidos, seglin los siguientes
criterios:

a).~ Intensidad de la tincidn especifica,

b) .- Cantidad de inclusiones y polve antigénico.

c).- Presencia y cantidad de fondo o tincién inespecificos.

Los criterios se calificaron de 0 a 4.
- Andlisis Inmunocenzimdtico (ELISA).

Conjugacidn: Técnica de Nakane (39)

Se disolvieron 5 mg de peroxidasa de vrabano en 1 ml de bicarbona-
to de sodio 0.3M, pH-8.1; a esta solucidn se le afadieron 0.1 ml de -~
fluorodinitrobenceno al 1% en etanol absoluto, mezclando por agitacidn
magnética durante una hora a temperatura ambiente; después se afadig-
1 ml de peryodato de sodic en agua destilada 0.06M, mezclando por agi-
taciofi durante 30 minutos a temperatura ambiente, el color de la solu-
cifn se tornd verde-amarillo; se afiadi6 L ml de etilén-glicol en agua-
destilada 0.16M, mezclando por agltacién durante 1 hora a temperatura-
ambiente. La solucidn se dializd contra solucidn amortiguadora de car
bonato de sodic 0.01M, pH=9,5 a 4°C, al término de la didlisis se agre
garon 5 mp de anti-gammaglobulina a la solucidn de peroxidasa-aldehido
mezclando por agitacidnde 2 a 3 horas a temperatura ambiente; transcu-
rrido este tiempo, se adadieron 3 mg de borohidrero de sodlo mezclando
con agitador magnético, la solucidn se dejs a 4°C durante toda la no--
che, luego se diaiizé contra PBS a 4°C (en losuasos en que se formd --

una pequeiia cantidad de precipitado, &ste se eliminé por centrifuga=--
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cidn)., Una vez dializada la wuestra se pasé por columna de Shepha~
dex G-200 equilibrada con PBS. El conjunto de fracciones de peroxi
dasa-anti-gammaglobulina clasificado, se colectd en el priper pico.
Una vez colectado el conjugado, se reparti{s en alfcuotas y se afma-
cend a -20°C, adiciondndoles 10 mg de albimina sérica bovina por --
ml.

Evaluacidn del conjugado.

Se sensibilizd una placa con 200 41 de ant{geno amiblane por-
pozo, este antigeno contenfa 1.5% de protefnas; la placa se dejd --
a 4°C durante toda la noche, se lavd tres veces con PBS-tween, con-
intervalos de tres minutos cada lavado, después se agregaron 200 ¢l
por pozo de cada dilucidn de gammaglobulipa v se dejd incubando 2 -
horas en cimara himeda a 37°C, al término de la incubacidn se lavé-
la placa con PBS-tween con intervalos de 3 minutos cada lavado, lue-
go se adiclonaron 20 ¥l por pozo de conjupado peroxidasa-anti-gamma
globulina a diferentes dijuciones y se incubd durante 45 minutos a-
37°C en cdmara hiimeda; pasado cste tiempo, se lavé la placa 3 ve--
ces con PBS-tween y se agregaron 200 ¥l por pozo de revelador prepa
rado reclentemente (orto-fenilen-diamina al 0.01%) y se de)d a tem-
peratura amblente durante 30 minutos en la obscuridad. Para pa----—
rar la reaccldn, se usé dcido nftrico 2N, La interaccidn se evalud
basdndose en la intensidad de color, el cual se percibe a simple -

vista.



RESULTADOS.

1.~ Titulacidn de anticuerpos anti-E.hlstolytica en el suero de los
conelos, por: el método de Hemaglutinacidn Indirecta.

El comportamiento de la respuesta inmune humoral fué muy simi-
lar en cada uno de los conejos. La respuesta inicial fué débil al-
canzéndose t{tulos de anticuerpos alrededor de 1:128 en las dos pri
meras inmunizaciones y se fué incrementando hasta alcanzar un tftu-
lo miximo de anticuerpos de 1:2048 en la cuarta inmunizacidn.

Realizando un promedio de la respuesta inmune humoral de cada-
inmunizacidén {Fig.2), se puede representar la respuesta inmune pro-
medio de este grupo de conefos en las siete inmunizaciones en que -
se determind el tituio de anticuerpos. Esta presentd dos mdximos -
en el titule de anticuerpos, el primero en la 4a. inmunizacidn con-
titulo de 1:2048 y el segundo en la séptima inmunizacidn con titulo
de 1:1024.

En la tatla 1 se aprecian los titulos de anticuerpos individua

les y el promedio de cada inmunizaclén,
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(FIG.2).- Respuesta inmune humoral de conejo anti-E.histolytica.

Se representa el comportamiento de la respuesta fnmune humoral -
anti-E.histolytica de un grupo de 10 conejos. Se hizo un promedio de
los titulos de hemaglutinacién indirects, obtenidos de cada una de —~-
las siete inmunizaciones en que se determind el tftulo de anticuer=---
pos.

Cada punto representa el promedio de los reciprocos de los titu-

los de hemaglutinacidn.
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TABLA 1

TITULACION DE SUEROS DE CONEJO ANTI-E.histolytica

RECIPROCO DEL TITULO DE HEMAGLUTINACION INDIRECTAY

Nimero de inmunizaciones

No. de conejo la 2a 3a 4a S5a 7a 10a
1 256 256 256 2048 1024 2048 128
2 128 128 256 2048 512 1024 256
3 256 128 512 2048 1024 2048 256
4 512 256 256 1024 256 1024 256
5 128 64 256 2048 512 1024 128
6 128 128 256 2048 512 1024 128
7 64 64 128 2048 512 1024 128
8 256 128 256 2048 512 2048 256
9 64 64 256 2048 512 1024 256
10 128 64 256 2048 512 512 128

128 128 256 2048 512 1024 128

2T{tulo promedio de tres ensayos.

—tz-
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2.~ Obtencidn de IgG de conejo anti-E.histolytica.

Las globulinas obtenidas a partir de los sueros inmunes, dieron -
un rendimiento del 81.33% de gamma-globulina.

A partir de estas gamma-globulinas se purificd la IgG mediante-
una columna de cromatografia por intercambio idnico, obteniéndose -
un rendimiento del 100%.

A la IgG purificada se le realizaron las sigulentes pruebas:

Hemaglutinacidn indirecta en la que dié un titulo de 1:2048, --
y en cuanto a su actividad inmunoprecipitante contra antIgeno ami--
biano, se utilizd un sistema de inmunodifusidn en gel, que involu--
cra una reaccidn de precipitacidén antigeno-anticuerpo en un medio -
semisdlido, comprobdndose asi la especificidad del anticuerpo por -
la formacidn de bandas de precipitacidn como puede verse a continua

cign:

Asimismo, se realizd la prueba de inmunoelectroforesis, dando-
una banda caracteristica de IgG, con lo que quedd comprobada su =--

pureza, Lo anterior puede observarse en la siguiente fotografia.
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3,- Obtencidn de IgM de conejo anti-E.histolytica.

Las globulinas obtenidas a partir de los sueros inmunes, die-
ron un rendimiento de 72.65% de gamma-globulina.

A partir de estas gamma-globulinas, se purificé la IgM median
te filtracidn en gel, obteniéndose un rendimiento del 60%.

A la IgM purificada se le realizaron las siguientes pruebas:

Hemaglutinacién indirecta, dando un tftulo de 1:1024 y en -~
cuanto a su actividad inmunoprecipitante contra antfgeno amibiano
se utilizd un sistema de inmunodifusién en gel, comprobﬁndose'asi
la especificidad del anticuerpo por la formacign de bandas de pre

cipitacidn, como se observa a continuacién:

También se realizd la prueba de inmunocelectroforesis, dando —--
una banda caracteristica de IgM, con lo que se probd su pureza. Lo

anterior se puede apreciar a continuacién.
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4.~ Obtencidn de 1gG a partir de gamma-globulina humana liofilizada.

A la Ig6 purificada a partir de garma-globuiina humana 1iofili-
zada mediante Sepharosa-protefna A, se le reallzaron las siguientes
pruebas de control:

Determinacién de proteinas dando una concentracidnde 63.5 —--
mg/ml e inmunoelectroforesls contra sueroc anti-gammaglobulina huma-
na y did una banda caracter{stica de 1gG, quedando as{ comprobada -
s pureza.
5.~ Obtencién de IgM a partir de gammaglobulina humana liofilizada.

A la IgM purificada a partir de gammaglobulina humana liofiliza
da mediante precipitaciéa con dcido bérico y posterior filtracidn=
por G-200, se le practicaron las siguientes pruebas de control:

Determinacifn de protefna y di6 una concentracién de 88.8 mg/ml
e inmunoelectroferesis contra suero anti-gammaglobulina humana y --
415 una banda caracterIstica de IgM quedando de esta manera compro
bada su pureza.

6.- Obtencidn de anti-IgG y anti-Igh de conejo obtenldas en cobayo.

Las gammaglobulinas obtenldas a partir de sueros inmunes para -
anti-IgG dieron un rendimiento del 51.12% de gammaglobulina, y las-
obtenidas a partir de sueros inmunes para anti-IgM 50.62%,

Una vez obtenidas las gammaglobulinas, se realizd la prueba de -
inpunoelectroforesis contra sus respectivos ant{genos, comprobidndose
asf 1a especificidad del anticuerpo por la formacidn de bandas de -
precipitacidn.

Ya probada su especificidad, se procedié a conjugarlas, cada una

por separado, para las técnicas de inmunefluorescencla y ELISA,
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I 7.~ Obtencidn de anti-IgG y anti-IgM humana en conejos.
Se obtuvo un rendimiento del 78.6X y del 75.0% de gammaglobu-

lina para anti-1pG y anti-IgM respectivamente.

Una vez obtenidas las gammaglobulinas, se probaron contra sus=
respectivos ant{genos por inmuncelectroforesis, comprobindose asf

la especificidad del anticuerpo por la formacidén de bandas de —-

precipitacidn,

Ya probada su especificidad, se procediS a conjugarlas, cada-

una por separado, para la técnica de ELISA.

8.~ Técnica de inmunofluorescencia, Evaluacidn de los conjugados.

Los conjugados obtenidos anti-IgM-fluoresceina y anti-IgG-fiuo
resceina se compararon con conjugados de reactividad conocida en -
una prueba simultinea. Para ello se hicieron diluciones seriadas-

por un factor de dos.

Tanto las impresiones positivas como las negativas se observa-

ron al microscopio, obteniéndose los sigulentes resultados:

Diluciones del conjugado anti-IgM fluoresceina

1:2 1:4 1:8 1:16 1:32
conjugado|{ conjugado | conjugado| conjugado | conjugado
CRITERLOS + + + + +

imp.jimp. | imp.|imp. { imp.|dimp. | {mp.jimp. | imp.| imp.
B W[ [ [ | )=

Intensidad

ntensida w | o w | o w10 3 0 2 0
especifica

Inclusiones sarlo lar |o |0 310 210
y polve

Tincidn ines

pecifica I+ 3+ ]2 2 1 1 1 1 1 1
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Diluciecnes del conjugade anti-IgG fluorescencia

1:2 1:4 18 1:16 1:32
conjugado | conjugado | conjugado | conjugade | conjugado
CRITERIOS + + + + +
imp. |imp. { imp.{ lwp. | imp.{imp. { {mp.yimp. § imp.} imp.
=) TE [ | D) )=
Intensidad
especifica 4+ 10 441 0 4+ 0 41 0 3 0
Inclusiones
y polvo 4t 1 0 4+ 0 (2] 0 4+t 0 2 0
Tincidn ines
pectfica 4t L o4t 3 3 2 2 1 1 1 1

Lag diluciones 1:8 y 1:16 fueron las mejores para los conjugados
anti~Ig¥ fluoresceina y anti-IgG fluoresceina respectivamente, dado -
que en ellos se obtuvo la tincidn mids intensa y con la mayor elimina-
cidn del fondo inespecifico.

Una vez determinade el titulo de los conjugados se les diluyd ~-
con solucifn salina tamponada.

Estas diluciones de trabalo se fraccionaron en pequefias alfcuotas y -
se almacenaron a=20°C.
9.- Técnica de ELISA.  Evaluacidn de los conjugados.

Para sensibilizar las placas de cloruro de polivinilo, se emplea-
ron 200 4) por pozo de antigeno amibiano a una concentracién de —----
5 Ag/ml.

Los conjugados anti-IgM y anti~IgG tanto de conejo como de humano,
se evaluaron en la misma placa, adicicnando 200 4l por pozo de IgM de
conejo en el carril A, de IgM de humano en el carril C, de IgC de co-
nejo en el carril E y de IgC de humano en el carril G, todos a una -

concentracion de 50 lig/ml.
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Posteriormente se agregaron los conjugados anti-IgM tanto de
conejo como de humano en los carriles A y C respectivamente y los
conjugados anti-IgG de conejo y de humano en los carriles Ey G -
respectivamente; se utilizaron varlas diluciones partiendo de la -
columna 3 con una dilucidn de 1:100 y finalizando en la columna ~
12, con una dilucidén de 1:2000.

En la columna 1 se utilizé como segundo anticuerpo conjugade
comereisl 1:1000 como control positivo y en la columna 2, se uti-
1iz6 PBS a manera de control negativo.

Al término de la reaccifn, se observé coloracién hasta una di
lucifn de 1:800 en el caso de los conjugados anti-IgM y de 1:1000
en el de los conjugados anti-IgG (figura 3). Estos resultados se
corroboraron repitiendo la técnica 10 veces.

Una vez determinada el tftulo de los conjugados, se les dilu-
y5 con PBS, Estas diluciones se fraccionaron en volimenes de 20 -
ml y se almacenaron a -20°C.

10.- Andilisis seroepidemiolSgico de sueros previamente probados ==
por la tdcnica de contrainmunoelectroforesis, de individuos clini-
camente 5anos.

Los resultados obtenidos al realizar los métodos de inmuno=---
fluorescencis y ELISA para el sistema E.histolytica, hicleron po-~
sible emplear el de mayor sensibilidad, Estas caracteristicas per
mitieron llevar a cabo un andlisis seroepldemlolégico de la ami--—
biasis.

Este método fué el inmunoenzimidtico ELISA. El arreglo de las -
placas estuvo de acuerdo al niimero de diluciones establecidas para-

los sueros, esta distribucidn permitid el anilisis de 8 sueros —---
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por placa con sus controles respectivos. Bajo estas condiciones -
se analizaron 100 sueros de {ndividuos asintomiticos (Tabla 2). -
En esta tabla, se aprecia el nimero total de sueros que resultaron
positivos o negativos, tanto por la técnica de contrainmunoelectro
foresis como por la de ELISA, asi como el porcentaje de seropositi
vidad en individuos asintomiticos.

Los tfitulos de IgG e IgM determinados por el método de ELISA -
en sueros de individuos asintomdticos que resultaron positivos pue
den observarse en las figuras 4 y 5 respectivamente.

Al obgervar estas iltimas figuras, se aprecia una seropositivi
dad del 56% en el caso de 1gG y del 4% en el caso de IgM en el to-

tal de los sueros probados de {ndividuos asintomdticos.
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(FIG.3) Resultados de la evaluacién de los conjugados anti-IgM

y anti~IgG para la técnica de ELILSA.



TABLA 2

Sueros Probados

Negativos Positivos

Total % de Seropoaitividad
CIEF 61 39 100 39.0%
ELISA (anti-~IgC pe
roxidasa) (14 56 100 56.0%
ELISA (anti-IgM pe
roxidasa) 9% 4 100 5.0%

Los sueros probades fueron proporcionades por el lnstituto Nacional de Higiene.

~gL-
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(FIG.4) Niveles de IgM anti-E.histolytica en individuos clinicamente
S8N08.

Se probaron 100 sueros de individuos clinicamente sancs por el -~

andlisis inmunoenzimdtico ELISA. El tftulo estd representado por el -

recfproco de la dilucidn hasta la cual se obtuvo una reaccidn posi---

tiva.
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(F16.5) Niveles de I1gC anti-E.histolytica en fndividuos clfnicamente
sanos.

Se probaron 100 sueros de individuos clinicamente sanos por el -

anfilisis inmunoenzimitico ELISA. El tftule estd representado por --

el recfproco de la dilucidn hasta la cual se obtuvo una reaccidn po-

sitiva.
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DISCUSION.

Uno de los objetivos fundamentales de este trabajo fué el de -
contar con un métode de seroinmunodiagnéstico para amiblasis, lo su
ficientemente sensible y prictico que permitiera posteriormente ==
desarrollar un estudlo seroepldemioldgico del padecimiento. Para —-
logarlo, primero se comprobd la utilidad de los anticuerpos como --
reactivos de diagnostico en las técnicas de {nmunofluorescencia y -
ELISA, para la determfnacidn de anticuerpos anti-E.histolytica. Es
to es, la inmunofluorescencia, prueba empleada en el diagnbstico se
roldgico de la amibiasis y el anilisis inmunoenzimitice, la mis re-
ciente adicién a las pruebas seroldgicas de enfermedades parasita-—-
rias, Voller y Col. (40}

Se compararon las caracter{sticas de ambos métodos, cllgiéndose
FLISA, para el andlisis seroepidemioldgico por ser mils prictico y ~
tener mayor sensibilidad, lo cual concuerda con las observaciones -
de Engvall y Carlson {41) con respecto a que, en los sigtemas hasta
ahora probados, FLISA es considerablemente mis sensible que las ~--

pruebas seroldgicas tradicionales.

Obtencidn de antlcuerpos especificos,

Las técnicas utilizadas para la obtencidn y purificacidn de an-~
ticuerpos especificos fueron efectivas, ya que tanto los rendimicn-
tos como la pureza lograda fu@ satisfactoria.

La utilidad de estos anticuerpos como reactive de diagnéstico -
quedd comprobada al realizar con buenos resultados las técnicas de

inmunof luorescencia y ELISA.
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- Andlisis {nmuncenzimdtico (ELISA)

Para la determinacidn de anticuerpos anti-E.histolytica en sue-
ros de individuos clinicamente sanos, previamente probados mediante
la té&cnica de CIEF con resultados dudosos o positivos, se utilizd -
el anilisls {nmuncenzimdtico, método comparable con el radioinmunc-

andlisis en cuanto a su sensibilidad; sin embarge, la té&cnica de ELL
SA presenta las sigulentes ventajas: simplicidad, estabilidad de —-
los reactivos, falta del riesge de radiacidn, potenclal para su ---
automatizacidn y equipo relativamente no costoso (42).

Aunque la prueba de ELISA, de acuerdo a varlos autores es fi—-—
cil de llevar a cabo (43), la aplicacidn de cualquier nueva técnica-
como ELISA implica una serle de problemas a resolver antes de poder
usarse ampliamente y las condiclones para su desarrollo varfan de -
acuerdo al sistema antigeno-anticuerpo bajo estudio. En nuestro ca
s0, la manifestacidn de reacciones inespec{ficas, durante los andli
sis preliminares, fueron el principal problema. La adici8n de un -
detergente no 1énico tal como Tween 20 y la de alblimina sérica de -~
bovino al 42 en el diluyente del conjugado, aumentd la especifici--
dad en nuestros resultados. Estos reactivos no intervienen con la=-
reaccién ant{geno-anticuerpo pero si previenen la formacidn de nue-
vas interacciones hidrofdbicas eatre las protelnas del conjugado y-
los sitios 1libres de la fase sSlida que hayan quedado expuestos, -~
despuég de la absorcién del antfgeno y que puedan ser el origen de-
reacciones inespeciiicas. Ademids, el manejo de los controles ade--

cuados como pozos con o sin antf{geno, incubados con suero normal --
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como primer anticuerpo lavados e incubados con el conjugado y el --
sustrato, fueron necesarios para descartar la posibilidad de apre--
claciones falsas.

La respuesta Inmune humoral detectada por ELISA es una prueba -
indirecta de lesidn de tejido por E.histolytica {44). Esto confir-
ma la utilidad de un método inmunoldgico confiable no como prueba -
definitiva de la etiologfa del padecimiento, sino como herramienta-
complementaria para una mejor interpretacién diagndstica y cuyas ca
racter{sticas pueden ser aprovechadas en el desarrollo de un estu--

dio seroepidemioldgico de esta parasitosis
- Inmunofluorescencia.

Esta técnica presenta el inconveniente de fluorescencia inespe~
cifica, lo que es mis frecuente en los sistemas antigeno-anticuerpo
que involucran pardsitos., Tal desventaja se reselvis utilizando --
como colorante de contraste azul de Evans de la misma manera que lo
hicleron Ambroise y Col. (45) con quienes se coincide en las obser-
vaciones,

Adends se utilizaron controles adecuados que sirvieron de refe-
rencia para evitar interpretaciones erréneas. Finalmente, los re--
sultados obtenidos fueron satisfactorios en las diluclones Sptimas-
que se indicaron en los resultados.

La inmunofluorescencia es ahora uno de los métodos de diagnds—-
tico mejor establecidos en laboratorios de inmunologia microbioldgi
ca y clinica. Sin eabargo, la inmunofluorescencia es tardada, no -

es fdcil de ejecutar de una manera automoatizada (46), se requiere
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de equipo especializado y de entrenamiento para su interpreta-—-
¢i8n, por lo que para los Fines que se persiguen en este traba-
jo, no es la mds recomendable como para ser utilizada en el ---

diagnéstico de rutina.

~ Andlisis seroepidemioldgico.

El andlisis de las muestras de suero de personas asintomiti-
cas, se hizo mediante ¢l andlisis inpunoenzimitico, después de -
haber probado su mayor sensibilidad con respecto 2 la técnica de
inmunofluorescencia., Se ha sugerido que las caracterfsticas de -
ELISA podrfan ser evaluadas para su uso en estudios serocepidenip
16gicos de 1a amibiasis, Kagan (47). Dichos estudios son impor-
tantes ya que permiten definir algunos aspectos sobre la frecuen
cia v distribucidn de esta enfermedad en una poblacién dada., En
este caso, se estudiaron 100 muestras de suero de persomas perte
necientes todas ellas a una zona endémica de esta parasitosis, -
con el propdsito de determinar el porcentaje de seropositividad-
y el tftulo de IgG e IgM en individuos sin sintomatologfa de ami
blasis, y de este modo establecer el estadio de la enfermedad.

En los resultados que se observan en las flguras 4 y 5y en-
la tabla 2, puede apreciarse como el método ELISA puede ser apli
cado en el desarrollo de un estudio seroepidemioldgico.

En la tabla 2 puede verse que la técnica de ELISA es més sen
sible que CIEF, ya que los porcentajes de seropositividad en las
mismas muestras scn mayores. Estos vesultados demostraron que -
el anilisis {nmunoenzimitico permitié detectar anticuerpos séri-

cos anti-E.histolytica en personas que no recuerdan haber mani--
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festado sintomatologfa de amibiasis y los cuales podrian correspon--
der a casos de portadores asintomiticos de esta enfermedad.

Los sueros que mediante la técnica de ELISA resultaron tener an-
ticuerpos de la clase IgG, corresponden a personas que han tenido --
contacto con E.histolvtica. Es conveniente sefialar aquf, que de ===
acuerdo a nuestras condiciones de trabajo, los sueros con un titulo~
igual o mayor de 1:128 por la prueba de ELISA podrian considerarse-
como positives, los resultados deberdn correlaclonarse con los ante-
cedentegclfnicos de las personas y con los resultados de otras prue-
bas de diagndstico para que la infeccidn amiblana (etiologfa y estado
actual) pueda confirmarse,

Los sueros en los que se detectd anticuerpos de la clage IgM ---
anti-E.histolvtica, nos indican que la {nfeceidn estd en sus iniclos.

En estudios seroepidemioldgicos, del 81 al 100% de los pacientes-
con aribiasis invasiva o con absceso hepdtico, presentan anticuerpos
de la clase 1gG anti-E.histolvtica (48)., Generalmente los indivi---
duos con infeccidn asintomdtica con menor frecuencia presentan res--
puesta de anticuerpos {(49). Los resultados serolSgicos positives se
han aceptado como indicativos de invasidn parasitaria recurrente o -
prizaria (44,50). Los titulos altos de anticuerpos estdn asociados-
con una parasitosis Invasiva mis reciente. (51,52). A pesar de que-
las IgG anti-E.histolytica pueden prevalecer durante dos @ once ====
afios (53), no hay evidencia de que el tftulo de anticuerpos anti---~

E.histolvtica esté relacionado con los sintomas clinicos. (54).

Finalmente, por su sencillez de aplicacifn y confiabilidad, el -

andlisis inmunoenzimdtico estandarizado demostrd de esta forma su --



=46~

utilidad en el desarrollo de este tipo de estudios, La considera--
ble sensibilidad y especificidad de un método seroldgico como el --
ELLSA no serdn la solucidn a la necesidad de una prueba definitiva-
de diagndstico sino mds blen, como anteriormente se habfa discuti~=
do, s0lo es una herramienta complementaria para una adecuada inter=-
pretacidn diagnéstica. Desde un punto de vista médico, podria esta
blecer las bases de una medida preventiva del padecimiento ya que -
de acuerdo a nuestros resultados, permitid detectar anticuerpos en-
personas clinicamente sanas y cuyo control serfa importante para su
oportuno tratamiento, evitando de este modo las posibles consecuen~
cias de una lesidn mis grave que sdlo se haria manifiestaen etapas-
avanzadas de la enfermedad.

Es oportuno sefialar aquf, que con el andlisis de estos sueros -
se alcanzaron a cubrir los objetivos de este trabajo, sin embargo,~
hizo falta correlacionar nuestros resultades con cierto tipo de in-
formacidn como serfa: Contar los antecedentes clinicos de cada una-
de las personas anallzadas, conocer su condicién de vida y todas ~--
aquellas situaciones que favorecen la persistencia y propagacidn de
la amiblasis. Ademds de contar con un mayor nimero de muestras pa-
ra poder inferir sobre la frecuencia y distribucién de esta enfer--
medad. Aspectos que contribuirfan a comprender de una forma mis &3
tisfactoria el papel que Juegan las caracterfsticas inmunes en el -
humano, como uno de los factores que determinan el grade de suscep-
tibilidad a la amibinsis entre los individuos de una zona endémica-

de esta parasitosis.
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CONCLUSIONES .

1.- La anti-1gG y anti-IgM son de utilidad para la elaboracién de -
reactivos de diagndstice amibiano tanto para la técnica de inmuno--
fluorescencia como para la de ELISA.

2,- ELISA resultd ser un método considerablemente mis sensible y --
prictico que inmunofluorescencia.

3.= ELISA es un método Gtily confiable en el desarrollo de estudios
seroepidemicldgicos de la amlbiasis,

4,- La deteccidn de altas concentraciones de IgM anti-E.histolytica

indica que la amiblasis invasiva se encuentra en sus inicios,
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